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Les principaux résultats de cette étude sont les suivants :
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ABSTRACT :

The effects of a chronic normobaric hypoxia (three days with PO, of 10%) on the cardiac morphology and
metabolism have been investigated on growing female rats. The food intake has been mesured so as to
distinguish the proper effects of hypoxia from those of associated food restriction. The metabolic capacities of
the myocardium were estimated with the study of three key-enzymes of the metabolism: the 8 hydroxy-acyl-coA
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The main results of this study were:
1-  hypoxia induces a decrease of growth and body weight caused by a reduced food intake.
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values.
3- the food restriction leads to a decrease in the activity of hexokinase in the both ventricles.
4- hypoxia seems to counteract the effects of the food restriction but has no significant effect on the
enzymatic activities after three days of hypoxia.
5- hypoxia leads to a non significant increase of the “M” isoforms proportion of lactate deshydrogenase in
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Thus, chronic exposure to hypoxia during three days induces complex alterations that depend on the combined
and opposed effects of hypoxia “senso stricto” and diet restriction. The latter seems to have more influence in the
acute phase.
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I/ Intérét de ’étude de I’hypoxie chronique :

La cellule nécessite un approvisionnement constant en intermédiaires énergétiques pour
accomplir ses activités consommatrices en énergie, notamment la synthése des protéines, le
transport actif, la division cellulaire et le mouvement. Tous les organismes peuvent fabriquer
des intermédiaires énergétiques, comme I’ATP, en dégradant des molécules organiques. La
dégradation des nutriments, qui permet d’en libérer I’énergie, se réalise grace a deux
mécanismes: la respiration cellulaire et la fermentation.

Les Procaryotes jouissent originellement de deux mécanismes d’approvisionnement en
ATP:

- T’un correspond a un métabolisme non oxydatif que 1’on nomme /a fermentation,
qui est peu efficace, mais qui est bien adapté a une atmosphere pauvre en
oxygeéne. Au cours de cette dégradation de molécules nutritives, 1’accepteur
d’¢lectrons, de méme que les produits finaux, sont des molécules organiques.

- Tautre voie de synthese d’ATP, la respiration cellulaire, consiste a oxyder par
étapes successives des molécules nutritives en utilisant une substance
inorganique comme accepteur final d’électrons. La respiration cellulaire est
généralement aérobie et c’est 1’oxygene moléculaire, O,, qui sert d’accepteur
final dans la chaine respiratoire. Cette oxydation par étapes successives et
controlées permet de libérer progressivement une petite quantit¢ d’énergie a
chaque étape et de I’emmagasiner dans des intermédiaires énergétiques. Au final,
cette voie fournit 18 fois plus d’ATP que la fermentation.

Ainsi, selon la quantité d’O, disponible dans le milieu, I’'un ou I’autre des métabolismes peut
étre activé.

Les Eucaryotes, quant a eux, sont totalement dépendants de I’apport en oxygene. Placé
dans un milieu déficient en O,, I’organisme doit, pour assurer sa survie, subir un certain
nombre de mécanismes adaptatifs. Parce que I’homme a de tous temps cherché a dépasser ses
propres limites, en franchissant les plus hauts sommets, cette capacité d’adaptation de
I’organisme confronté a une diminution de 1’0, atmosphérique a toujours revétu un grand
intérét dans le cadre de la physiologie fondamentale ou sportive. Par ailleurs, certaines
pathologies étant susceptibles de simuler ces conditions d’hypoxie environnementale, la
compréhension des stratégies cellulaires mises en place a fait ’objet de nombreux travaux en
médecine vétérinaire ou humaine.

L’objet de notre travail est 1’étude des modifications morphologiques, fonctionnelles et
métaboliques au sein du muscle cardiaque de rats adultes soumis a une hypoxie normobare
(FO, = 10%) de 3 jours. Notre intérét s’est porté sur cet organe car il s’agit d’un muscle
typiquement oxydatif ayant une activité contractile continue, et dans lequel les mécanismes
adaptatifs doivent nécessairement se mettre en place plus rapidement pour permettre
I’oxygénation de I’animal. Ce travail mis en route en 1999 s’inseére dans 1’ensemble des
recherches consacrées aux effets de 1’hypoxie chronique sur le métabolisme du myocarde
menées par 1’équipe du Professeur André Rossi au sein du laboratoire de Bioénergétique
Fondamentale et Appliquée. Il se présente en 4 parties :
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- la premiére est une introduction générale a I’hypoxie, des rappels sur les
connaissances actuelles en matiere de métabolisme du myocarde et sur les effets
globaux de I’hypoxie sur le cceur et sur I’organisme;

- la deuxiéme partie présente les méthodes utilisées. Nous y aborderons le
conditionnement des animaux, les protocoles expérimentaux, les techniques de
dosage enzymatique ainsi que le traitement statistique des résultats obtenus;

- dans la troisiéme partie sont présentés 1’ensemble des résultats obtenus au cours
de ce travail ;

- enfin la quatriéme partie est consacrée a une discussion des résultats obtenus lors
de notre étude sur 3 jours, en les confrontant aux études précédentes réalisées sur
des périodes plus longues.

Aprés une bibliographie générale, des annexes regroupent 1’ensemble des résultats
expérimentaux numériques, ainsi que la composition de certaines solutions utiles aux dosages
réalisés.

Avant toute chose, il semble indispensable de définir le terme d hypoxie.

11/ OQu’est-ce-que ’hypoxie ?

L’ « hypoxie » telle que nous la traitons ici correspond a une pression partielle en oxygene
dans le milieu ambiant inférieure aux valeurs observées dans les milieux habités par ’homme.
C’est une situation de déficience d’apport en oxygene. Le terme d’hypoxie est également
utilisé pour qualifier une baisse de la pression d’oxygene au niveau sanguin (on parle alors
plutdét d’hypoxémie) et cellulaire (dysoxie). 11 s’agit pourtant de trois situations bien
distinctes, puisque la diminution de pression partielle en oxygeéne ne se répercute pas
nécessairement directement au niveau sanguin et cellulaire jusqu’a limiter la phosphorylation
oxydative et le flux d’ATP mitochondrial. Seule une diminution importante de la pression
partielle en O, peut aboutir & une diminution de la production mitochondriale d’ATP, la
cellule sera alors en déficit d’oxygene ou dysoxie. Nous le verrons par la suite, nombre de
mécanismes adaptatifs se mettront en place a 1’échelle de 1’organisme et de la cellule pour
¢éviter celle-ci.

Jones et coll (1985) ont défini I’hypoxie dans les conditions cliniques comme correspondant
a une PO, artérielle inférieure a 75 Torr. Leurs travaux ont également montré qu’une PO,
artérielle comprise entre 50 et 75 Torr constituait une hypoxie irréversible. En étudiant les
répercussions a 1’échelle cellulaire du point de vue quantitatif et qualitatif, ils ont permis de
définir deux sortes d’hypoxie: une hypoxie modérée, a caractere réversible, et entrainant en
une augmentation de la glycolyse, et une hypoxie sévére, a caractere irréversible, se traduisant
par une diminution notable de la respiration mitochondriale.

Outre cette classification clinique de I’hypoxie, on peut également distinguer deux types
d’hypoxie selon les modalités d’apparition de celle-ci: I’hypoxie aigué qui correspond a une
forte diminution d’O, de courte durée et 1’hypoxie chronique qui se prolonge de facon
durable et moins intense. Ainsi, lors d’une hypoxie aigué, 1’organisme est placé en situation
de « stress » et ses réponses sont rapides et de courte durée. L hypoxie chronique, quant a
elle, est a lorigine d’un ensemble de modifications physiologiques et biochimiques
permettant une adaptation efficace et relativement rapide a 1I’environnement appauvri en O;.
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IIlI/ Situations d’hypoxie physiologique et pathologique connues en
meédecines humaine et vétérinaire

A) Situations d’hypoxie physiologique

Ainsi que nous ’avons vu précédemment, 1’hypoxie se rencontre physiologiquement chez
des individus placés a une altitude élevée. Ainsi que le montre la courbe de la figure n°1 la
pression partielle de 1’oxygéne dans I’air diminue rapidement avec I’altitude: a 5000m, elle

est la moitié de ce qu’elle est au niveau de la mer et le tiers seulement au sommet de 1I’Everest
(8848m).
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Fig n°1 : Relation pression barométrique-altitude (d’aprés Coudert 1996)

C’est précisément cette volonté de surmonter le « stress hypoxique » et d’atteindre les plus
hauts sommets qui a motivé les premieres expéditions scientifiques de haute altitude. La
premicre expédition scientifique visant a comprendre les réactions a long terme de
I’organisme en altitude fut montée par une équipe anglo-américaine, en 1960, au Népal, a une
altitude de 5791m. Par ailleurs, le développement de I’alpinisme et de la randonnée dans les
massifs andins et himalayens a conduit une population de plus en plus nombreuse a fréquenter
la haute et trés haute altitude. Ainsi, en 1978, deux alpinistes de haut niveau, Messner et
Habeler, atteignirent le sommet le plus haut du monde sans apport artificiel d’oxygene.
Pourtant, I’exposition aigu¢ de I’homme a une hypoxie aussi sévere, serait rapidement fatale.
Cet exploit n’est possible qu’au prix d’un réajustement complexe de différentes fonctions
physiologiques que nous aborderons par la suite.

Toutefois I’aptitude d’un organisme a s’«acclimater» a une situation d’hypoxie
physiologique telle que I’altitude n’est pas strictement la méme chez tous les individus, et
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encore moins entre especes. Ainsi, le rat supporte beaucoup mieux et le chien beaucoup plus
mal D’altitude que ’Homme. Il faut ainsi garder un certain recul en observant un modéle
animal, comme dans notre étude. Par ailleurs, au-dela de I’acclimatement a 1’altitude
d’individus de basse altitude, certaines populations vivant en haute altitude, telles que les
populations andines et tibétaines sont soumises a une hypoxie chronique depuis leur
naissance. L’existence chez ces populations de caractéristiques génétiques favorables a leur
survie en hypoxie n’a jamais ét¢ démontrée, toutefois I’étude des animaux vivant en haute
altitude peut fournir des données intéressantes. Le lama, animal vivant entre 4000 et 5000
metres d’altitude, et ’oie cendrée de 1’Himalaya, qui vole au cours de sa migration a des
altitudes de plus de 8000 metres ont fait 1’objet de nombreuses recherches. Elles ont mis en
évidence I’existence chez ces deux espéces d’une hémoglobine particuliere dont 1’affinité
pour I'oxygene permet une meilleure oxygénation des tissus. La simple différence entre
I’hémoglobine d’une oie « des plaines » et celle d’une oie cendrée de I’Himalaya peut lui faire
économiser 20% de son débit cardiaque.
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Les sherpas de I’Himalaya semblent cependant bénéficier d’une adaptation génétique
puisque, sans ¢lévation de la concentration d’hémoglobine, ils sont capables de maintenir une
oxygénation sanguine normale. Toutefois, cette adaptation est limitée car au-dela de 5000
metres une acclimatation est nécessaire.

Une autre situation d’hypoxie physiologique que nous connaissons tous est celle du foetus
avant sa naissance. En effet, tout feetus humain se trouve dans 1’utérus maternel dans une
situation d’hypoxie correspondant a 7000-8000 métres d’altitude si on se référe a la valeur de
la PO, du sang fcetal. Sa résistance a une telle hypoxie résulte d’une plus grande affinité de
son hémoglobine pour I’oxygene et d’une concentration en hémoglobine accrue.
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B) Hypoxie pathologique en médecine vétérinaire

De nombreuses pathologies sont susceptibles d’entrainer une situation d’hypoxie. Il peut
s’agir 1a encore d’hypoxie aigu€ ou chronique, d’hypoxémie ou encore de dysoxie.

Les situations pathologiques d’hypoxie aigué se retrouvent dans des conditions de privation
en oxygeéne qui surviennent en cas d’insuffisance respiratoire aigué comme 1’cedéme aigu du
poumon, la thromboembolie pulmonaire, le syndrome asthmatiforme félin pour ne citer que
ces exemples. Il peut s’agir d’'une hypoventilation, d’une obstruction des voies respiratoires,
d’une restriction du volume d’expansion pulmonaire, d’une diminution de la fonction
ventilatoire (anesthésie, polyneuropathie, affection nerveuse centrale) ou encore d’un
collapsus pulmonaire, toutes ces causes ¢voluant bien évidemment sur un mode aigu.

Les situations pathologiques d’hypoxie chronique peuvent rassembler les mémes
pathologies, évoluant cette fois sur un mode chronique, comme lors de bronchite chronique,
de flaccidité trachéale, de syndrome d’obstruction des voies respiratoires supérieures des
brachycéphales par exemple. L’insuffisant respiratoire chronique utilise les mémes
mécanismes que ’alpiniste pour tenter de limiter les effets néfastes du manque d’oxygene. Il
fabrique un plus grand nombre de globules rouges pour améliorer la capacité de transport de
I’oxygene. Un autre exemple d’hypoxie chronique connue en médecine vétérinaire sous le
nom de «cceur pulmonaire » correspond a une hypertrophie et/ou a une dilatation du
ventricule droit, exclusivement consécutive a 1’évolution d’une affection respiratoire
obstructive chronique (bronchite chronique, pneumopathie infiltrante restrictive, maladies
respiratoires obstructives de 1’appareil supérieur congénitales ou acquises). Les causes les
plus souvent identifiées sont parasitaires, la dirofilariose ou I’angiostrongylose chez le chien
ou l’aelurostrongylose du chat. La physiopathologie du « cceur pulmonaire » est bien
documentée, cette cardiopathie s’explique par le développement d’une hypertension
pulmonaire et une augmentation de la postcharge du ventricule droit. L’hypertension
pulmonaire peut résulter d’une réduction anatomique du lit vasculaire (fibrose ou
thromboembolie pulmonaire, affection pulmonaire chronique) et d’une vasoconstriction
hypoxique majorée lors d’acidose métabolique ou respiratoire, ou d’une hyperviscosité
sanguine. Cette cardiopathie acquise simule relativement bien les phénoménes observés lors
de notre étude.

Enfin, a I’échelle des cellules, 1’anémie consécutive a une processus auto-immun, une
affection parasitaire, une insuffisance rénale chronique, une carence en fer ou une intoxication
par exemple engendre une situation d’hypoxémie. De méme des conditions de dysoxie
peuvent survenir pour les cellules situées a proximité de zones ischémiques (zones d’infarctus
par exemple), nécrotiques ou tumorales.

Cette liste non exhaustive de pathologies et de conditions d’hypoxie « physiologique »
permet de mieux comprendre I’intérét et les applications du travail expérimental effectué.

IV/ Adaptation a I’hypoxie

Nous I’avons vu précédemment, 1’hypoxie chronique et les modifications adaptatives
qu’elle induit ont été largement observées lors d’études antérieures. Il est désormais bien
connu que ces modifications se font aussi bien aux niveaux sanguin, vasculaire,
morphologique, métabolique et comportemental. Ainsi, afin de mieux comprendre ce que
représente la situation d’hypoxie d’un point de vue physiologique et de préciser 1’état

15



d’avancement des connaissances dans ce domaine, nous évoquerons dans une premicre partie
les réponses induites a différents niveaux de I’organisme lors d’une raréfaction de 1’O,. Nous
procederons ensuite a la comparaison du métabolisme cardiaque en normoxie et en hypoxie
chronique en nous focalisant sur les enzymes-clé que sont I’hexokinase, la lactate
déshydrogénase et la S-hydroxy-acétyl CoA déshydrogénase.

I1 a été clairement montré que I’adaptation a 1’hypoxie était dépendante du temps et qu’elle
se divisait en plusieurs phases : - réponse a court terme : hypoxie aigué€ ou stress hypoxique
- adaptation a moyen terme : acclimatation
- adaptation a long terme : « acclimatement »
(Banchero 1987 ; Moret 1985)

A) Adaptations pour une oxygénation préservée des cellules :

Dans notre mode¢le nous étudierons plutot 1I’acclimatation a 1’hypoxie.
Un certain nombre de modifications au niveau sanguin et vasculaire ont ét¢ décrites, plus ou
moins rapides mais toujours liées a I’objectif suivant: assurer une fourniture d’O, aux cellules
compatible avec les besoins métaboliques.

1. La régulation de la ventilation :

Les pressions d’oxygene et de dioxyde de carbone dans le sang des vertébrés doivent étre
continuellement ajustées pour demeurer a l’intérieur de certaines limites physiologiques
( PaO, =85-100 mmHg ; PaCO, = 35-45 mmHg ; [HCO3-] = 21-27 mmol/L; pH = 7,35-7,45
dans le sang artériel ). Le débit ventilatoire est, en grande partie, responsable de ces
ajustements. A mesure que le sang passe a travers les capillaires pulmonaires, les gaz
sanguins se mettent en équilibre avec les gaz alvéolaires. Plus la fréquence ventilatoire est
¢levée, plus il y a d’oxygene dans ’air alvéolaire et moins il y a de dioxyde de carbone.
L’inverse est vrai quand la fréquence respiratoire diminue. Ainsi, lors de situations d’hypoxie,
les variations des pressions d’O;, et de CO, présentes dans le sang artériel et le liquide
céphalorachidien sont détectées par des chémorécepteurs spécifiques (glomus carotidien) qui
envoient des messages aux centres nerveux, lesquels organisent des réponses motrices du
diaphragme et des muscles intercostaux pour faire augmenter ou diminuer le débit
ventilatoire. Ce mécanisme régulateur est valable pour I’hypoxie d’altitude, mais également
lors d’hypoxémie liée a un exercice physique. Toutefois, lors d’hypoxie d’altitude, le
mécanisme ventilatoire est également affecté par la diminution de la densité de 1’air qui se
traduit par une diminution du travail ventilatoire et une diminution de la résistance a
I’écoulement de 1’air. L’organisme ventile plus, mais cette ventilation demeure moins
efficace. Cette régulation de la ventilation se produit durant la phase dite
d’ « accommodation » qui peut durer les deux ou trois premiers jours d’hypoxie chez
I’homme et qui accompagne I’augmentation du rythme cardiaque, mais elle est trés cotteuse
en énergie. Aprés cette premicre phase d’ « accommodation » se développent des mécanismes
plus économiques et plus efficaces, au-dela de 21 jours chez ’homme. La polypnée et la
tachycardie ne permettant pas de compenser la baisse de saturation du sang en oxygene, il
demeure une réduction globale des capacités de transport de 1’oxygéne qui dépasse 15% a
partir de 4000 metres (Grandjean et coll. 1996).

2. Adaptations au niveau du sang :
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Chez les sujets soumis a une hypoxie chronique, divers types d’adaptations ont été observés
au niveau du systéme sanguin :

- chez les sujets natifs de basse altitude, on observe une polyglobulie, donc une
augmentation accrue de globules rouges afin d’augmenter la capacité de transport de
I’0O; par le sang et d’alléger les phénomenes d’hyperventilation et de tachycardie qui se
mettent en place précocement, mais qui sont treés coliteux en énergie (Richalet et Rathat
1990). Cette polyglobulie s’explique par une synthése accrue d’érythropoiétine,
hormone impliquée dans la production des globules rouges. En réponse a une
diminution de la PO, tissulaire, la synthése de I’hormone est induite au niveau des
cellules rénales. Chez le rat adulte, on note par ailleurs 1’existence d’un autre site de
production de 1’érythropoiétine, trés faible, au niveau du foie, mais qui joue un role
important chez le feetus ou en situation d’hypoxie. La baisse de pression en oxygeéne au
niveau des cellules de la zone péritubulaire serait le stimulus responsable de
I’augmentation de la transcription du géne codant pour cette hormone (Goldberg et coll.,
1988) multipliant la production de celle-ci par mille. L’hormone produite agit sur les
cellules érythroides pour prolonger leur durée de vie et stimuler leur prolifération.

La polyglobulie est un phénoméne également bien connu chez les sportifs de haut
niveau. Ainsi, une situation d’hypoxémie reproduite réguliérement lors d’exercices
physiques serait déja a I’origine d’une adaptation systémique a une demande en
oxygene accrue et fréquente.

On note toutefois que malgré cette polyglobulie, le maintien d’une PO, capillaire
normale n’est pas assuré (Martin et coll. , 1993). Longmuir (1987) a montré que malgré
une augmentation linéaire de la capacité de transport avec I’hématocrite, la viscosité du
sang augmentant quant a elle de fagon exponentielle, la perfusion tissulaire diminue. Ce
mécanisme adaptatif est parfois a 1’origine d’une maladie décrite par Monge en 1929
chez des populations andines, se traduisant par une hyperviscosité sanguine, une
hypertension artérielle et une insuffisance cardiaque mortelle. Ainsi, malgré tous les
mécanismes adaptatifs, la diminution de la PO, tissulaire a 6000 métres demeure de
40%.

Enfin, ’hypoxie serait responsable d’une diminution de 1’affinit¢ de 1’hémoglobine
pour I’oxygéne, donc d’une libération facilitée au niveau des cellules. En effet, le degré
de dissociation de 1’oxyhémoglobine n’est pas seulement fonction de la pression
d’oxygeéne, il est également grandement influencé par la PCO; et le pH sanguin. Ainsi,
I’oxyhémoglobine perd de I’oxygéne plus rapidement en milieu acide. Dans des
conditions d’hypoxie ou d’hypoxémie, de grandes quantités de dioxyde de carbone et
d’acide lactique sont produites, le pH du sang au niveau tissulaire devient plus acide et
I’hémoglobine libére de plus grandes quantités d’oxygene. Lors d’hypoxie, la polypnée
induite dans les premiers jours se traduit par une alcalose respiratoire qui sera peu a peu
compensée par 1’¢élimination rénale des bicarbonates en exces, il s’ensuit une acidose
métabolique, facilitant la libération d’oxygene au niveau des tissus.

- Ces phénomenes adaptatifs sont différents chez les sujets natifs de haute altitude.
Moore et coll. (1992) ont observé que les sherpas de haute altitude ne montrent pas de
variation des paramétres hématologiques et ont une affinité plus forte de I’hémoglobine
pour 1’0O,. Cela s’expliquerait par une meilleure adaptation génétique. Ceci tendrait a
démontrer qu’il existe pour chaque population vivant dans un milieu donné une variété
d’hémoglobine précise, dont la pression de charge (pression qui sature complétement
I’hémoglobine) se situe bien en-dessous de la plus faible pression d’oxygene
habituellement présente, lui permettant dans tous les cas de se saturer dans le milieu ou
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la population peut vivre. Une augmentation de [’affinité de 1’hémoglobine pour
I’oxygene a également été rapportée chez certaines especes animales, dont les lamas et
les oies cendrées de I’Himalaya. En changeant de milieux, les propriétés de
I’hémoglobine peuvent méme changer, c’est le cas du foetus humain, qui produit une
hémoglobine feetale ayant une pression de charge inférieure a I’hémoglobine maternelle
et lui permettant de prélever une quantité d’oxygene suffisante. Apres la naissance, cette
hémoglobine feetale sera remplacée graduellement par I’hémoglobine adulte.

3. Réseau circulatoire et capillaire :

Dans des conditions d’hypoxie chronique, 1’accessibilité de 1’oxygene aux cellules pourrait
également étre facilitée par une augmentation de la densité capillaire au sein des tissus. Si
I’augmentation du réseau capillaire myocardique a été démontrée expérimentalement, nous le
verrons dans les chapitres suivant, I’effet de ’hypoxie sur les muscles squelettiques est quant
a lui syjet a controverses. En effet, Hoppeler (1990) a montré que I’augmentation de la densité
capillaire enregistrée lors de ses travaux n’était pas due a une néoformation de capillaires,
mais plutét a une diminution de la surface des fibres musculaires consécutive a un
changement comportemental nutritionnel en hypoxie se traduisant par de 1’anorexie.

Toutefois les études menées sur les populations exposées de facon permanente a I’hypoxie,
comme les sherpas, ont montré qu’ils possédaient des caractéristiques histologiques
particulicéres. Le réseau capillaire au contact des fibres musculaires est plus important et le
transport d’oxygene plus efficace (Kayser et coll. 1991).

En ce qui concerne ’appareil pulmonaire, les poumons d’un enfant qui nait et qui grandit
dans ces hauteurs posseédent plus d’alvéoles et de vaisseaux sanguins que ceux d’un enfant
vivant en basse altitude. Plus encore que le nombres des vaisseaux, les caractéristiques
histologiques de cette vascularisation pulmonaire changent également. Les études de Heath et
coll. (1981) menées sur des rongeurs de haute altitude ( Lagidium peruanum ) de la famille
des chinchillas, ont mis en évidence les différences entre des populations « acclimatées a
I’altitude », telles que les indiens quechuas ou des animaux de rente grandissant en haute
altitude, et des animaux « adaptés » au sens darwinien du terme tels que le Lagidium. Les
premiers réagissent a [’hypoxie chronique par une vasoconstriction de la circulation
pulmonaire a 1’origine d’une hypertension pulmonaire et d’un épaississement des fibres
musculaires des portions terminales de I’arbre respiratoire. Ce mécanisme, nous I’avons vu, a
des répercussions cardiaques néfastes a long terme. Les seconds ne reproduisent pas le méme
mécanisme, les artéres pulmonaires musculaires et élastiques restent fines et il semble
impossible de distinguer de couche musculaire dans 1’épaisseur des artérioles pulmonaires.
Ainsi, I’épaisseur moyenne de la media des artéres pulmonaires est d’approximativement 5%
du diametre externe de celles-ci chez le Lagidium tandis qu’elle atteint 9% chez le chien et le
chat ou 12 % chez les animaux de rente élevés en altitude. Les mémes adaptations se
retrouvent chez d’autres especes indigenes telles que le lama ou 1’alpaca qui ne semblent pas
développer d’hypertension pulmonaire. En outre, chez des rats Wistar de méme souche que
ceux de notre travail, exposés a une altitude simulée de 5500 meétres pendant 33jours, la media
des artéres pulmonaires atteint 8,3% au lieu de 5,2% avant exposition. Par ailleurs, les auteurs
Abraham et coll. (1971) ont noté une « muscularisation» des artérioles pulmonaires
terminales.
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B) Les réponses de ’organisme a ’hypoxie :

1. Effet de [’hypoxie sur la prise alimentaire et [ utilisation digestive :

1.1. Anorexie :

L’acclimatation a un environnement hypoxique est a [’origine d’une baisse de la
consommation d’aliment et d’eau. Ce phénomene d’anorexie et la diminution de poids
corporel qui en découle ont été observés chez le cobaye (Barrie et Harris, 1976) et le rat sur
de longues périodes d’exposition a I’hypoxie. L’intensité du phénomene est proportionnelle
au degré de I’hypoxie (Koob et coll., 1974 ). En revanche, I’anorexie n’est pas permanente,
ainsi Mager et coll. (1968) ont pu observer une atténuation du phénomene aprés 45 jours.
Enfin, chez les rats juvéniles en croissance, Koob (1974) a montré un ralentissement de la
croissance.

La restriction alimentaire chronique qui en découle serait a 1’origine d’une atrophie
musculaire par diminution du contenu musculaire en protéines, eau, lipides, ADN, ARN et
glycogene (Heymsfield et coll., 1982). Elle serait en outre a I’origine d’un remodelage
structural majeur du myocarde et d’une altération profonde des enzymes-clé de son
métabolisme énergétique que nous détaillerons par la suite. Enfin, d’autres expériences ont
montré des répercussions métaboliques et structurales majeures dans les muscles
squelettiques.

L’origine de cette baisse de la consommation alimentaire n’est pas bien connue. Hadaad et
coll. (1993) ont mis en évidence une diminution de 1’activité du systéme nerveux sympathique
et de la concentration sanguine en hormones thyroidiennes, qui sont impliquées dans la
régulation du métabolisme basal. Mais la baisse du taux d’hormones thyroidiennes associé¢e a
I’hyporexie reste controversée. Par ailleurs, Koob et coll. ont démontré qu’une
sympathectomie et une adrénalectomie de rats exposés a 10% d’oxygene raménent la
consommation a une valeur identique a celle des témoins. Ils ont fait I’hypothése que la voie
diencéphalique a I’origine de la sensation de faim et de soif pouvait étre affectée par la baisse
de la pression en oxygene. Cette hypothése est confortée par les expériences de Koob et
Annau (1974) rapportant une altération du métabolisme des catécholamines dans le systeme
nerveux central, hormones dont on sait le role majeur dans le controle central et la régulation
de I’attitude nutritionnelle. Les mémes auteurs ont par ailleurs évoqué des modifications des
profils enzymatiques hépatiques comme cause de 1’anorexie.

1.2. L’utilisation digestive des nutriments :

La diminution du poids corporel consiste principalement en une perte de masse musculaire
et lipidique qui est liée & une moins bonne utilisation digestive des aliments. Ainsi Kenneth et
coll (1969) ont montré que la motilité intestinale et la densité intestinale des transporteurs de
glucose diminuaient de fagon inversement proportionnelle a 1’altitude. Par ailleurs, les
expériences de Bigard et coll. (1966) ont révélé chez les hypoxiques anorexiques une baisse
de I’insulinémie et du glycogene hépatique. La digestion et I’absorption des protéines et des
acides gras est, elle aussi, altérée en haute altitude. On a pu constater une diminution de
I’utilisation digestive des acides aminés et des carbohydrates de 60 % chez les hypoxiques par
rapport aux témoins (Moret, 1985). Ainsi, les cellules intestinales soumises au stress
hypoxique souffrent de nombreux dysfonctionnements: le blocage du cycle de Krebs et de la
chalne respiratoire au niveau mitochondrial entraine un déficit en ATP, lequel est
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indispensable aux transports actifs membranaires. L’altération globale de la structure
cellulaire empéche par ailleurs la régulation des échanges calciques, le calcium intervenant lui
aussi de facon prépondérante dans les échanges (Grandjean et coll. 1997).

2. Conséquences fonctionnelles et structurales au niveau du coeur :

Le coeur est un organe particulierement sensible a une situation d’hypoxie. Lorsque le
milieu est déficient en oxygene, il est le siége de nombreuses modifications au niveau
fonctionnel, histologique et métabolique.

2.1. Adaptation fonctionnelle du cceur a I’hypoxie

Dans les premieres heures d’hypoxie, la quantité d’oxygeéne dans D’air ambiant étant
insuffisante, I’organisme est le siége d’un certain nombre d’adaptations. Dans le sang, les
chémorécepteurs réagissent rapidement aux variations de la PO, et informent les centres
nerveux contrdlant la respiration et le rythme cardiaque. Il en résulte I’hyperventilation et la
tachycardie. Cette « accomodation » dure quelques heures a quelques jours. Une réponse
insuffisante des chémorécepteurs a ét¢ décrite chez ’homme et rend le sujet atteint beaucoup
plus sensible a Dlaltitude. Lors d’hypoxie chronique ces phénomenes compensatoires sont
absents. Si I’exposition a une hypoxie aigué est génératrice de nombreux troubles sur le plan
ionique et mécanique, en méme temps que des augmentations de la fréquence et du débit
cardiaques, un cceur en hypoxie chronique ne semble, en revanche, pas souffrir car un certain
nombre de mécanismes compensatoires « plus économiques » se sont mis en place. La
fonction contractile est préservée, on note méme une faible augmentation de la fraction
d’éjection. Le ceeur en hypoxie chronique serait un muscle B-bloqué, la réponse adrénergique
du cceur étant diminuée lors d’un exercice maximal, ainsi que la fréquence et le débit
cardiaques, afin de pallier a une insuffisance cardiaque par dépense excessive d’énergie
(Richalet, 1994).

2.2. Adaptation histologique du cceur a I’hypoxie

L’acclimatation a 1’hypoxie se traduit trés rapidement par une vasoconstriction des
artérioles pulmonaires, phénoméne que 1’on peut également observer dans des cas
pathologiques comme une insuffisance respiratoire. Cette vasoconstriction consiste en un
épaississement pariétal et un rétrécissement de la lumiére des artérioles a ’origine d’une
hypertension pulmonaire. C’est cette hypertension pulmonaire qui, par la surcharge de travail
qu’elle occasionne au niveau du ventricule droit, provoque 1’hypertrophie ventriculaire droite.
Le poids frais et le poids sec augmentent. On peut observer une prolifération de tissu
interstitiel et une forte synthése protéique, mais toutes les modifications biochimiques sont
réversibles si I’exposition a I’hypoxie n’est pas prolongée au-dela de deux semaines.

Autre adaptation histologique, I’hypoxie semble également avoir des conséquences sur le
réseau capillaire myocardique, mais le doute persiste en raison de la difficulté des mesures et
de la spécificité d’organe et d’espéce observées. Kayar et Banchero (1985) ont rapporté une
augmentation de la densité capillaire et du rapport [nombre de capillaires / nombre de fibres]
ainsi qu’une diminution de la distance de diffusion de 1’O; chez le cobaye. Cette modification
de la capillarisation n’étant pas observée au niveau des muscles squelettiques et étant
retrouvée sur le ventricule gauche non hypertrophié et le ventricule droit hypertrophié, ces
auteurs ont conclu qu’elle était nécessaire a une performance normale du ventricule en
hypoxie et n’était pas due a I’hypertrophie.
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Par ailleurs, 1’0, a été décrit comme responsable de 1’activation ou de I’inhibition de la
transcription de certains geénes (Gleadle et coll., 1995) et pourrait étre a l’origine de
modifications profondes du phénotype cellulaire.

Des modifications dans les composants cellulaires peuvent ¢galement intervenir :

- dans la composition des protéines du cytosquelette (Van Winkle et coll., 1995)

- au niveau de protéines contractiles comme la myosine 3 (Pelouch et coll., 1985).

- dans le nombre et la taille des mitochondries. Le cceur en conditions d’hypoxie
chronique contient un équipement mitochondrial plus important en nombre, plus petit en
taille, avec une distribution plus homogene. Costa et coll. (1988) y voit une adaptation du
ceeur le rendant moins sensible a I’hypoxie. Toutefois ces résultats demeurent encore tres
controverses.

Enfin, on peut simplement noter que, comparativement a d’autres especes, le rat est
exceptionnellement résistant a I’hypoxie et que les remaniements de 1’ultrastructure cellulaire
restent modérés.

C) Le métabolisme cardiague en normoxie et en hypoxie chronique:

Notre intérét s’est porté sur le muscle cardiaque, car il s’agit d’un muscle typiquement
oxydatif, particuliérement sensible a un environnement hypoxique et qui régule son
métabolisme de fagon trés caractéristique. Afin de mieux comprendre les répercussions d’un
milieu déficient en O, sur cet organe, nous nous proposons tout d’abord de rappeler les
principales caractéristiques du métabolisme énergétique cardiaque en normoxie, puis notre
attention se portera plus particulierement sur les enzymes qui ont fait I’objet de notre
expérience.

1. Métabolisme énergétique cardiaque en normoxie :

Rappelons que le cceur est un muscle cavitaire ayant un rdle majeur au sein de 1’organisme.
Il agit comme une pompe et pulse le sang vers les organes pour approvisionner toutes les
cellules en substrats énergétiques et en oxygeéne. En cela, il a un métabolisme relativement
simple comparé au foie ou au rein, puisqu’il ne fait, a 1’état normal, que produire de I’énergie
et D'utiliser sous forme mécanique. Son métabolisme est méme plus simple que celui des
muscles squelettiques puisque, contrairement au muscle squelettique qui possede 2 types de
cellules lente et rapide, il est relativement homogéne au niveau des ventricules, des oreillettes
ou de son tissu de conduction. Il se contracte de fagon rythmique et ininterrompue et possede,
nous ’avons dit, un métabolisme oxydatif dans les conditions physiologiques, qui nécessite
un riche équipement mitochondrial (dans le cceur de rat , 33% du volume total des cellules
ventriculaires est occupé par les mitochondries — David et coll., 1979), c’est le muscle le plus
riche en mitochondries.

Le myocyte cardiaque a donc un métabolisme physiologiquement aérobie, la saturation en
oxygeéne du sang veineux y est particuliérement basse. L’énergie consommeée par le myocarde
provient principalement de I’oxydation des acides gras présents dans le sang. L.’oxydation du
glucose et du lactate sont des voies minoritaires de synthése d’ATP dans le myocarde. La
phosphorylation oxydative mitochondriale produit la majorit¢é de I’ATP nécessaire a la
contraction du muscle cardiaque, la voie glycolytique reste mineure, et ce méme lorsque le
cceur travaille plus (Heineman et Balaban, 1990). La concentration de NADH, , ¢élevée lors
d’une augmentation de 1’activité cardiaque, aurait un effet inhibiteur sur la glycéraldéhyde-3-
phosphate et la pyruvate déshydrogénase intervenant dans la glycolyse (Noakes et Opie,
1989). Ainsi, le métabolisme anaérobie est peu mis a contribution.
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Concernant les substrats utilisés, les acides gras les plus facilement métabolisables, c’est-a-
dire les acides gras non estérifiés, sont préférentiellement utilisés et pénétrent passivement
dans la cellule myocardique. Ce n’est qu’au niveau de la membrane mitochondriale que
s’exerce une régulation du transport par la carnitine et I’activité de I’acyl-carnitine transférase.
La capture de ce substrat dépend essentiellement de sa concentration sérique (jetine, état
émotionnel) et dans une moindre mesure de sa concentration intracellulaire, dépendant, quant
a elle, de deux phénomeénes assez stables, la synthése des triglycérides (faible) et 1’oxydation
(majoritaire).

Le glucose et le lactate représentent une proportion moins importante de I’énergie
potentielle captée, I’entrée du glucose dans la cellule se fait en revanche a la fois passivement,
selon le gradient (fonction de la vitesse a laquelle fonctionne la glycolyse) et sous controle
hormonal de I’insuline. Par ailleurs, les réserves en glycogene du myocarde sont faibles, leur
libération dépend principalement des catécholamines. Enfin, la capture des acides gras
estérifiés sous forme de triglycérides dépend des enzymes capables de la libérer, les lipases
membranaires.

2. Enzymes-clé étudiées dans notre travail et leur role dans le ceeur en normoxie :

L’¢étude des activités enzymatiques est un outil fréquemment utilisé pour caractériser le
métabolisme aérobie ou anaérobie ainsi qu’un déplacement vers I’un ou I’autre des modes de
production de I’énergie. Aussi, nous avons choisi au cours de nos expériences, d’étudier les
activités enzymatiques de trois enzymes-clé du métabolisme énergétique: la lactate
deshydrogénase (LDH) et I’hexokinase (HK), deux des enzymes de la glycolyse intervenant a
des niveaux différents, et la B-hydroxy-acyl-CoA déshydrogénase (HAD) intervenant dans le
métabolisme des acides gras non estérifiés (AGNE). Leurs sites d’action respectifs dans le
processus de production d’ATP sont caractéristiques des différentes voies possibles, aérobie
et anaérobie.

2.1. Role de la lactate déshydrogénase

La LDH cardiaque est une isoenzyme de la LDH du muscle qui fonctionne a 1’état normal
dans le sens lactate — pyruvate, alors que son homologue musculaire fonctionne dans 1’autre
sens. Ainsi, lors d’un effort physique important au niveau des muscles squelettiques du lactate
est produit en grande quantité. Majoritaire, il est donc plus facilement prélevé et oxydé au
niveau des fibres myocardiques. Son oxydation consiste en une conversion en pyruvate par
I’isoforme « M » de la lactate deshydrogénase.

LDH
—

NAD "+ LACTATE <«——" PYRUVATE +NADH+H"

L’¢étude de I’activité et des isoformes de cette enzyme est intéressante car c’est une enzyme
charniére entre les métabolismes oxydatif et non oxydatif.

La LDH se présente sous la forme d’un tétramere de deux sous-unités (« M » ou « H ») pour
former 5 isoenzymes différentes : LDH,; (H4) & LDHs (My) dans 1’ordre de leur mobilité en
¢lectrophorese (figure n°4).
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H4 H3M H2M2 HM3 M4
B4 B3A B2A2 BA3 A4
LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5

Fig. n°4 : Représentation schématique des 5 isoformes de la lactate deshydrogénase

Les isoenzymes contenant une majorité de sous-unités « H » sont dominantes dans les tissus
a potentiel oxydatif élevé ou le pyruvate est métabolisé, tandis que celles qui renferment le
plus de sous-unités « M » prédominent dans les tissus glycolytiques tels que les muscles
squelettiques blancs (figure n°5). Ces cinq isoenzymes peuvent étre synthétisées dans toutes
les cellules. Ces dernieres adaptent la composition de leur LDH selon les circonstances. Lors
d’un apport trop faible en oxygene au niveau de la cellule myocardique, la réaction réciproque
se produit, le lactate est form¢. Ainsi la valeur de la production de lactate et des différentes
isoenzymes permet de savoir quel métabolisme prédomine au niveau des cellules
myocardiques.

i YA A LDH5 (M4)

e e 2 = s
L Y . o
o - 0
S o .
v RN
LDH1 (H4)
COEUR FOIE M.blanc M.rouge

Fig. n°5: Exemple de séparation des isoformes de LDH par électrophorese de différents
organes
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2.2. Role de I’hexokinase :

L’hexokinase intervient lors de la premicre étape de la glycolyse. La molécule de D-glucose
est ainsi activée, se préparant ainsi a subir les autres réactions par phosphorylation grace a
I’ATP en position 6. Cette réaction est irréversible dans les conditions intracellulaires :

HK
ATP* + o-D glucose —> ADP* + o-D glucose-6 phosphate >+ H

Cette enzyme subit une modification profonde de forme lorsqu’elle fixe la molécule
d’hexose. De plus, HK existe sous différentes formes isoenzymatiques dans les différents
organes ou tissus, mais dans tous les cas, c’est une enzyme régulatrice dont 1’activité est
finement controlée par un grand nombre d’activateurs et d’inhibiteurs allostériques. De ce
fait, elle joue un role déterminant dans le controle de la vitesse de la glycolyse et donc dans la
capture du glucose. Ainsi, doser son activité est un bon moyen d’évaluer I’importance de la
glycolyse au sein du métabolisme.

2.3. Role de la B-hydroxy-acyl-CoA deshydrogénase :

La HAD est une enzyme moins connu, mais son role est majeur lors de la B oxydation, qui
permet la formation d’ATP grace a la dégradation des acides gras. Son expression dans les
cellules est en rapport avec I’importance de la néoglucogénése dans la libération d’énergie.
Rappelons que les acides gras libres représentent, dans le myocarde, le principal combustible
dans les conditions physiologiques, et qu’ils assurent alors les 2/3 de 1’apport énergétique.
L’autre devenir des acides gras circulants, en conditions d’hypoxie, est d’étre réestérifiés
grace au glycérol-phosphate et de former des triglycérides de réserve.

3. Le métabolisme myocardique en hypoxie chronique :

3.1. Les répercussions de 1’hypoxie sur le métabolisme myocardique:

En I’absence d’oxygéne, le myocarde ne peut plus se contracter, mais 1’arrét n’est pas
immédiat car des mécanismes compensateurs surviennent. La suppression de I’oxygéne n’a
qu’un seul effet direct, c’est le blocage de la derniére étape de 1’oxydation phosphorylante. Il
s’ensuit un arrét de la production aérobie d’ATP, une ¢élévation de la concentration du
phosphore libre, de 1’adénosine-diphosphate, de 1’adénosine et une accumulation d’ions H"
sous forme de nicotinamide dinucléotide réduit. Les acides gras libres en exces vont, apres
¢longation, provoquer des lésions membranaires par effet détergent. Cette absence d’oxygene
stimule la production anaérobie d’ATP par la glycolyse et minimise les conséquences de
I’arrét du fonctionnement mitochondrial. L.’élévation de la concentration du phosphore et de
I’ADP va stimuler I’hexokinase, la capture myocardique du glucose s’en trouve stimulée et la
production anaérobie augmente. Il a ét¢ montré que la fonction myocardique en anoxie était
maintenue plus longtemps dans un milieu enrichi en glucose. L’accumulation de pyruvate,
issu de la glycolyse anaérobie et non métabolisable par les mitochondries, va inverser les
conditions cinétiques de fonctionnement normal de I’isoenzyme cardiaque de la lactate
deshydrogénase et le myocarde va produire du lactate au lieu d’en consommer. Il y aura par
ailleurs production d’alanine a partir du pyruvate, alanine qui peut étre détectée lors

24



d’ischémie d’origine coronarienne chez ’homme. L’adénosine quant a elle s’accumule dans
les espaces extracellulaires et est responsable de la vasodilatation compensatrice des artérioles
coronaires. Cette vasodilatation coronarienne augmente le débit coronarien. Ce mécanisme
constitue, lors d’augmentation du travail cardiaque, le seul moyen dont dispose le cceur pour
ajuster la consommation d’oxygene a ses besoins, lors d’effort ou lors d’hypoxie.

L’¢étude des répercussions de I’anoxie sur le métabolisme cardiaque nous permet d’aborder
avec plus de discernement les orientations du métabolisme cardiaque en hypoxie chronique,
par I’étude des enzymes-clé décrites précédemment.

3.2. Comportement des enzymes-clés en hypoxie chronique:

Avant toute chose, il est important de signaler que les effets de [’hypoxie chronique sur le
métabolisme des cellules myocardiques sont difficiles a évaluer, et a comparer a des résultats
antérieurs. En effet, de nombreux facteurs entrent en jeu pour expliquer la grande variabilité
des résultats des recherches antérieures. Il peut s’agir de différences au niveau des protocoles,
concernant notamment le degré de 1’hypoxie et la durée de 1’exposition ou encore concernant
les conditions de prélévement tissulaire. De plus, deux especes différentes réagiront
différemment, on peut méme trouver des différences métaboliques considérables chez deux
populations « proches » d’une méme espece. Pour illustrer cette variabilité intraspécifique, on
peut citer les observations de Kayser et coll. en 1996, qui ont comparé le métabolisme de
deux populations de résidents de basse altitude, les népalais et les tibétains, montrant une plus
faible activité enzymatique aérobie chez ces derniers, ainsi que des activités réduites de la
LDH et de la HAD.

Par ailleurs, nous avons pu évoquer dans les parties précédentes les différents effets de
I’hypoxie chronique sur 1’organisme, du point de vue histologique et fonctionnel, notamment
I’hypertrophie ventriculaire droite et I’anorexie. Ces effets sont eux-mémes a I’origine d’une
réponse au niveau du métabolisme et modifient les variations des activités enzymatiques,
masquant ou exacerbant ainsi les effets de I’hypoxie seule.

3.2.1. LDH :

Les activités des enzymes glycolytiques apparaissent diminuées, inchangées ou augmentées
selon les études.

Mager et coll (1968) ont montré que dans le cceur de rats nouveau-nés ¢levés a une altitude
simulée de 4000 metres durant prés de trois mois, ’activité de la LDH est plus élevée que
chez les animaux témoins. Ils ont rapporté par ailleurs une augmentation de la proportion de
la sous-unit¢ « M» de la LDH et une diminution de celle de la sous-unit¢ « H». Le
métabolisme glycolytique semble donc favorisé en hypoxie. Le paradoxe est que la méme
année, les mémes auteurs ont rapporté qu’une hypoxie a une altitude simulée de 6400 metres
pendant deux mois n’avait pas d’effet significatif sur D’activit¢ et la proportion des
isoenzymes de la LDH dans le cceur de rats adultes. De méme, Miller et Hale ont montré la
méme année que 1’exposition de males adultes a une altitude simulée de 5500 métres durant
une période de 2 a 4 mois n’avait aucun effet sur I’activité de la LDH, ou la proportion de ses
différentes isoenzymes. La divergence des résultats a amené les scientifiques a considérer
individuellement chacun des facteurs, la restriction alimentaire, I’hypertrophie ventriculaire
droite et I’hypoxie.

Ainsi des 1969, Fox et Reed ont différencié les conséquences d’une hypertrophie
ventriculaire droite sur la lactate deshydrogénase myocardique chez des chiens ayant subi une
ligature de 1’artére pulmonaire. Ils ont montré que I’activité totale de la LDH restait normale,
mais que la proportion de sous-unité « M » augmentait. De méme, les expériences de Do et
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coll. menées en 1997 sur des furets ayant subi une ligature des artéres pulmonaires pendant 3
a 14 semaines concluaient a une activité totale de LDH inchangée et & une diminution de la
proportion des isoformes LDH1 (H4) et LDH3 (H2M2). En revanche, Sobel et coll.(1970) ont
montré chez le cobaye une augmentation considérable de I’activité totale LDH et de la
proportion de I’isoforme LDH3 aprés seulement trois jours d’hypertrophie par ligature. Ils ont
par ailleurs noté un retour a la normale de la proportion de LDH3 lors d’hypertrophie
prolongée (25 a 50 jours) tandis que I’activité totale LDH continuait a augmenter. Une
augmentation de la sous-unit¢ M pourrait selon Fox et coll. (1969) s’expliquer en partie par
I’augmentation de masse du tissu interstitiel dans lequel les isoenzymes LDH4 et LDHS sont
majoritaires.

De méme, en 1976, les expériences de Barrie et Harris, ont permis de distinguer les effets
respectifs de la restriction alimentaire, de I’hypertrophie ventriculaire droite et de [’hypoxie :

- larestriction alimentaire est a I’origine d’une augmentation des sous-unités « M »
dela LDH ;

- DP’hypertrophie ventriculaire provoque une augmentation de 1’activité des
enzymes de la glycolyse et une élévation de la proportion de sous-unités « M » de
la LDH ;

- T’hypoxie chronique serait quant a elle a I’origine d’une augmentation de la
proportion de sous-unités « H ».

La encore, la divergence des résultats a conduit les scientifiques a étudier les variations de la
LDH a des étapes plus précoces de sa syntheése. C’est ainsi que Firth et coll. ont récemment
montré (1995) que le géne de la LDH A (Lactate deshydrogénase A) qui code pour la sous-
unité M de la LDH est activé en hypoxie. D’autres auteurs ont constaté une augmentation de
I’ARN messager et de la protéine de la LDH A lors d’hypoxie (Marti et coll. 1994).

Enfin, les expériences les plus récentes du Professeur André Rossi menées sur des rats
soumis a une hypoxie normobare de 3 semaines, dans les mémes conditions que lors de notre
¢tude, ont montré que la restriction alimentaire €tait a 1’origine d’une augmentation d’activité
de la LDH dans le ventricule gauche.

3.2.2. HAD et métabolisme des acides gras :

Les résultats sont trés controversés. Rossi et coll. (2000) constatent une diminution de
I’activité enzymatique de I’hydroxy-acyl-CoA-deshydrogénase au sein des ventricules gauche
et droit de rats soumis a une hypoxie normobare de trois semaines. De méme, Bass et coll.
(1989) ont montré qu’apres une hypoxie hypobare intermittente a une altitude simulée de
7000 metres, Pactivité de la HAD diminuait significativement dans les deux ventricules
cardiaques. Pourtant d’autres études antérieures menées par Hochachka en 1982 ont rapporté
que I’adaptation a long terme des animaux vivant en permanence en haute altitude consistait
au contraire en une augmentation d’activité des enzymes oxydatives telles que I’HAD. Il
rejoint en cela les résultats observés par Barrie et coll. dés 1975 sur des ceeurs de lapins vivant
en haute altitude.

3.2.3. Hexokinase et glycolyse anaérobie :

Yoshino et coll. (1990) et Abdelmalki et coll. n’ont observé aucune modification de
I’activité de I’hexokinase sous 1’effet de I’hypoxie dans le cceur de rat. En revanche, Vergnes
montrait en 1971 qu’une hypoxie chronique de 21 semaines entrainait une augmentation de
I’activité de 1’hexokinase. Les expériences récentes réalisées par I’équipe du Professeur André
Rossi, suivant le méme protocole que notre étude, mais sur une période plus longue de trois
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semaines, ont permis de constater que I’hypoxie était déja a 1’origine d’une augmentation de
I’activité de I’hexokinase. Par ailleurs, les expériences de Barrie et Harris (1976) distinguant
les effets respectifs de la restriction alimentaire, de I’hypertrophie ventriculaire droite et de
I’hypoxie chronique ont montré que la restriction alimentaire était quant a elle a 1’origine
d’une diminution de ’activité de 1’hexokinase.

A la lumiére des résultats des études antérieures, il est plus ais¢ pour nous de définir 1’objet
de notre étude.

Il s’agissait d’'une étude en continuité avec une expérience précédente réalisée sur trois
semaines par le Professeur Rossi et son équipe. Nous avons cherché a savoir si les effets
respectifs de I’hypoxie, de la restriction alimentaire et de I’hypertrophie ventriculaire droite,
¢taient déja significatifs sur une période d’hypoxie plus courte de trois jours.
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V/Schéma récapitulatif du métabolisme énergétique
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HK= hexokinase ; ATP = adénosine tri-phosphate ; ATP = adénosine di-phosphate ; G6P = glucose 6-phosphate ;

F6P = fructose 6-phosphate ; PFK = phosphofructokinase ; F1,6DP = fructose 1,6 di-phosphate ; G3P = glycérol triphosphate ;

GAPDH = glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase ; NADH,H+ = nicotinamide adénine dinucléotide forme réduite ;

NAD = nicotinamide adénine dinucléotide forme oxydée ; PDH = pyruvate deshydrogenase ; LDH = lactate deshydrogenase ;

Citrate DH = citrate deshydrogenase ; OA = oxaloacétate ; HAD = 3-hydroxyacyl coA deshydrogenase ; Ac CoAs = acylcoA synthetase
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I/ Animaux, lots expérimentaux et cage d’hypoxie

Toutes les manipulations mises en ceuvre lors de cette étude ont été réalisées en conformité
avec : « the guide for the care and use of laboratory animals », publié¢ par the US National
Institutes of Health ( NIH publication NO. 85-23).

Les animaux étudiés sont des rats femelles de souche Wistar nés dans 1’animalerie un mois
plus tot et d’un poids corporel variant entre 100 et 140 grammes. L’ensemble des animaux
constitue une population homogene. Tous les animaux ont été nourris avec leur aliment
standard habituel ( Extralabo M20- régime de maintenance ) préalablement pulvérisé¢ pour
faciliter la pesée de la ration.

Avant toute chose, les animaux ont été répartis de facon aléatoire en trois groupes, les rats
ont alors été placés en cage individuelle.

Les rats du lot Hypoxique furent exposés durant toute la période de conditionnement
( 72 heures ) a une « hypoxie normobare » continue, c’est-a-dire que la diminution de la PO,
de I’air n’¢était pas le fait d’une réduction de la pression barométrique mais d’une réduction de
la fraction en oxygene.

Un deuxiéme groupe constituant le lot 7émoin ( n=6 ) fut laissé en normoxie.

Les deux lots d’animaux Hypoxique et Témoin furent nourris ad libitum, chaque animal
possédait une cage individuelle. La prise alimentaire de chaque rat a été déterminée par pesée
au terme de chaque période de 24 heures.

Enfin, les animaux du troisiéme groupe furent placés en normoxie et regurent chacun la
quantité¢ de nourriture ingérée par leur homologue du lot hypoxique le jour précédent, soumis
aux mémes manipulations et au méme stress de conditionnement. Ainsi le rat PF1 a recu au
jour j la quantité d’aliment ingérée par le rat H1 au jour j-1. Ce groupe soumis a une
restriction alimentaire constitue le lot « Pair-fed » (n= 6 ). Ce lot va nous permettre d’évaluer
individuellement les effets de la baisse de prise alimentaire sur les paramétres étudiés.

Les animaux du groupe Hypoxique ( n=6 ) furent placés dans des cages individuelles au sein
d’une chambre hypoxique et normobarique, dans laquelle I’air était continuellement ventilé et
maintenu a 10% d’oxygeéne durant les 72 heures de conditionnement. Les deux autres groupes
furent maintenus dans des conditions normoxiques ambiantes ( 20,3% d’oxygene ). L’eau fut
mise a leur disposition ad libitum, et les cages furent nettoyées régulierement.

.

Fig n°6 : Photographie du dispositif
de conditionnement:

de gauche a droite le mélangeur ,
I’analyseur, le débit-métre et les
différentes cages de
conditionnement.




Tableau n°l : Conditionnement des animaux : trois lots de 6 rats en croissance soumis soit & une restriction
alimentaire (Pair-Fed), soit a I’environnement hypoxique (Hypoxique)

HYPOXIQUE PAIR FED TEMOIN
Sexe femelle femelle femelle
Age 4 semaines 4 semaines 4 semaines
Poids d’origine 100-140g 100-140g 100-140g
Conditions normobare normobare normobare
d’hypoxie 10% de FIO, 20,3% de FIO, 20,3% de FIO,
Conditionnement | cage individuelle cage individuelle cage individuelle
H1 ad lib PF1 | idem HI a Tl ad lib
Identification des J-1
animaux dans H2 ad lib PF2 idem H2 a T2 ad lib
chaque lot et J-1
quantité d’aliment H3 ad lib PF3 idemH3a| T3 ad lib
ingérée J-1
H4 ad lib PF4 idem H4 a T4 ad lib
J-1
H5 ad lib PF5 idem H5 a T5 ad lib
J-1
H6 ad lib PF6 idem H6 a T6 ad lib
J-1

Les rats du lot Hypoxique sont dispos€s dans des cages semblables a celles des deux autres
lots, mais aménagées de fagon particuliére selon le modele suivant:

Anal s eur:
FO2=10%

12L4min

Alr comprirmé

twlél ang eur

Figure n°7 : Représentation schématique de la cage d’hypoxie ( FO,=10% )

La diminution de la fraction en oxygéne est obtenue grace a un extracteur d’oxygeéne. Le mélange hypoxique
est envoyé a un débit de 12 1/min, la PO, est alors de 388 mmHg ce qui équivaut a la PO, régnant a une altitude
de 5500 meétres. Un analyseur d’oxygene contrdle en continu la teneur en O, du gaz ambiant de la cage.
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11/ Prélévement et conditionnement des échantillons de tissus

Apres anesthésie fixe par une injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique a 6%
( dose 50 mg/kg ), la cage thoracique est excisée bilatéralement au moyen de ciseaux et le
diaphragme est désinséré des cotes afin de visualiser les tissus sous-jacents. Le cceur est alors
préleveé par section a la lame de bistouri, puis conservé dans une solution a 4°C de NaCl 9°/y.
Cette brusque hypothermie entraine un arrét quasi-immédiat des battements cardiaques et
permet de limiter les altérations métaboliques résultant de I’arrét de la perfusion.

Avant exérése du coeur, du sang veineux est prélevé au moyen de seringues préalablement
héparinées, puis transféré dans des tubes capillaire afin d’étre centrifugé et de fournir des
valeurs d’hématocrite.

Les cceurs sont alors rapidement disséqués en ventricule droit, ventricule gauche et septum,
qui sont pesés, puis congelés en « galettes » fines ( 1 a 2 mm ) au moyen d’une pince en
aluminium préalablement refroidie dans 1’azote liquide. Les échantillons congelés sont alors
conservés a —80°C jusqu’a I’extraction pour dosage. Un méme opérateur réalise tous les
prélevements et toutes les mesures afin de limiter les biais opérateur-dépendant.

111/ Méthodes de mesure des activités enzymatiques

Toutes les activités enzymatiques ont été évaluées selon des techniques optiques a 1’aide
d’un spectrophotométre UVIKON. Les techniques utilisées suivent les protocoles décrits par
Lowry et Passoneau ( 1972 ) pour I’hexokinase ( HK ), la lactate deshydrogénase ( LDH ) et
la B hydroxy-acyl-CoA deshydrogénase ( HAD ). Les activités enzymatiques sont exprimées
en micromoles de substrat transformé par minute exprimées par rapport au poids frais
(gramme) de tissu. Les échantillons tissulaires de cceur sont prélevés, refroidis instantanément
par de I’azote liquide, conservés a —80°C, pesés puis homogénéisés a 4°C a I’aide d’un
Polytron.

A/ Dosage de la B-Hydroxy-Acyl-CoA Deshydrogénase ( HAD )

1. Principe :

Le principe de la réaction enzymatique est le suivant :

HAD
S acétoacétyl CoA + NADH » L.3 hydroxybutyryl S CoA + NAD

Le NAD est formé a partir du NADH qui absorbe a 340 nm. I1 est possible de quantifier cette
formation de NAD par la variation de la densité optique.
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2. Extraction :

Le broyage se fait avec un Polytron dans 1 ml de tampon d’extraction ( 50mg/1ml ) a 9500
tour/min a 4 °C pendant 30 secondes. L’échantillon ainsi préparé repose pendant une heure
dans la glace. Il est ensuite centrifugé a 2 °C pendant 30 secondes a 672 g, puis dilué dans le
méme tampon au moment de I’emploi.

3. Réactifs :
e Tampon d’extraction : tampon phosphate 300mM pH 7.7 ;

Sérum Albumine bovine ( BSA ) a 0,5%
( conservation a 4°C pendant 1 mois ).

e Tampon phosphate 300mM (PH 7,7): 1 volume KH,PO4 300mM +
1 volume de K,PO; 300mM

( conservation a 4°C pendant 1 mois ).

e Milieu réactionnel ( MR ) : 50 ml Imidazole 40 mM pH 7 ;
15ul EDTA 200mM.

e NADH 23 mM préparé dans I’eau.
e Acéto-acétyl CoA 5 mM préparé dans I’eau.
4. Dilutions :

Des dilutions a 1/10°™ ont été préparées au moment de 'emploi a partir de ’extrait tissulaire
dans le tampon d’extraction.

5. Mesures d activiteé :

Le dosage est effectué¢ sur 1 ml du milieu réactionnel auquel sont rajoutés 30 pul
d’échantillon + 10 ul du NADH + 10 ul d’acéto-acétyl-CoA 5 mM.
La disparition du NADH du milieu est mesurée par lecture de son absorbance a 340 nm a
une température de 25 °C, pendant 6 minutes ( le dosage est réalisé le jour de I’extraction ).
Le blanc est constitué de 1 ml du milieu réactionnel + 30 ul d’échantillon.
Calcul : [ ( A DO/min)/ coefficient d’extinction molaire ( = 6,3 mM/cm ) ] x facteur pour
ramener le volume a Iml x facteur de dilution de I’échantillon x facteur pour ramener au
gramme de tissu.

B/ Dosage de la lactate déshydrogénase ( LDH )

1. Principe :

La lactate deshydrogénase ( LDH ) réduit le pyruvate en lactate en oxydant le NADH. Le
principe de la réaction est le suivant :

LDH
Pyruvate + NADH » Lactate + NAD
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2. Extraction :

Le broyage se fait avec un Polytron dans 1 ml de tampon d’extraction ( 50mg/1ml ) a 9500
t/min a 4 °C pendant 30 secondes. L’échantillon ainsi préparé repose pendant une heure dans
la glace. Il est ensuite centrifugé a 2 °C pendant 30 secondes a 672 g , puis dilué¢ dans le
méme tampon au moment de I’emploi.

3. Réactifs :
e Tampon d’extraction : tampon phosphate 300mM pH 7.7 ;

Sérum Albumine bovine ( BSA ) a 0,5%
( conservation a 4°C pendant 1 mois ).

e Tampon phosphate 300mM (PH 7,7): 1 volume KH,PO4 300mM +
1 volume de K,PO; 300mM
( conservation a 4°C pendant 1 mois ).

e Milieu réactionnel (50 ml ) : 25 ml Imidazole 40 mM ( 20 mM final ) pH 7,
100 ul BSA 10 % (0,02 % ), 25 ml eau
( conservation a 4 °C pendant 2 & 3 jours ).

e Solution de NADH 23 mM préparée dans I’eau le jour du dosage.

e Solution de Pyruvate 100 mM préparée dans 1’eau le jour du dosage.

4. Dilutions :

Des dilutions a 1/30°™ ont été préparées au moment de I’emploi 4 partir de 1’extrait
tissulaire dans le tampon d’extraction.

5. Mesures d’activité :

Le dosage est effectué¢ a 25 °C sur 1 ml du milieu réactionnel auquel sont rajoutés 10 ul
d’échantillon dilué¢ + 10 pul du NADH 23 mM + 10 ul pyruvate 100 mM.
La cuve de référence contient 1 ml du milieu réactionnel auquel sont rajoutés 10 ul
d’échantillon dilué.
La décroissance de la DO a 340 nm est mesurée toutes les minutes pendant 5 & 6 minutes.
Le calcul est le méme que précédemment ( coefficient d’extinction molaire = 6,3 mM/cm )

C/ Dosage de I’hexokinase ( HK ) :

1. Principe :

Le principe de la réaction enzymatique est le suivant :
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HK

Glucose + ATP > Glucose 6P + NADP
G6PDH
Glucose 6P + NADP » Gluconolactone 6P + NADPH
2) Extraction :

Le broyage se fait avec un Polytron dans 1 ml de tampon d’extraction ( 50mg/1ml ) a 9500
tours/minute a 4 °C pendant 30 secondes. L’échantillon ainsi préparé repose pendant une
heure dans la glace. Il est ensuite centrifugé a 2 °C pendant 30 secondes a 672 g, puis dilué
dans le méme tampon au moment de 1’emploi.

3. Réactifs :

e Tampon d’extraction : tampon phosphate 300mM, pH 7,7 ;
Sérum Albumine bovine ( BSA ) a 0,5%
( conservation a 4°C pendant 1 mois ).

e Tampon phosphate 300mM (PH 7,7 ): 1 volume KH,PO, 300mM +
1 volume de K,PO, 300mM
( conservation a 4°C pendant 1 mois ).

e Milieu réactionnel ( MR ) : 1 ml de tampon Tris HCl 1 M ( 100 mM final ) pH 8
80 ul MgCl, I M (8mM ), 45ul NADP 100 mM ( 0,4 mM )
10 ul Dithiothréitol ( DTT ) 10% ( 0,01% final )
200 ul Glucose 100mM ( 2 mM final )
20 ul Glucose-6P Déshydrogénase 1000 U/ml(3,5 U/ml final )
dans I’eau gsp 10 ml faite le jour du dosage.

e ATP 1000 mM
4. Dilutions :

Des dilutions a 1/10°™ ont été préparées au moment de 1’emploi & partir de I’extrait
tissulaire dans le tampon d’extraction.

5. Mesures d activite :

La lecture de la DO a 340 nm et 25 °C est effectuée toutes les trois minutes pendant 30
minutes sur 0,9 ml du milieu réactionnel + 100 pul d’échantillon + 10 ul ATP 1000 mM.
Le blanc est constitué¢ de 0,9 ml du milieu réactionnel + 100 pl d’échantillon.

Le calcul reste le méme que précédemment.
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IV/ Séparation et quantification des isoformes de la LDH

La séparation et la quantification des isoenzymes de la lactate deshydrogénase se fait par
¢électrophorese sur gel d’agarose selon le protocole décrit pour le kit d’électrophorése TITAN
GEL LD Isoenzyme de la fabrication Helena Laboratories®.

Ce kit permet de séparer les différents isoenzymes de la LDH selon leurs mobilités
respectives dans le gel d’agarose. Les bandes sont visualisées aprés révélation par un réactif
colorimétrique selon la réaction suivante :

LDH
1) L-lactate + NAD < Pyruvate + NADH

v

Phénazine Methosulfate
2) NADH + sels Tetrazolium » NAD + Formazide

<
<

Aprés avoir déposé 3uL d’homogénat dilu¢ dans chaque puit du gel d’agarose, nous
laissons s’imprégner le gel pendant 3 minutes. Ensuite, le gel est placé dans la cuve a
¢lectrophorese contenant le tampon barbital livré avec le kit. Le gel est alors soumis a 15
minutes d’¢électrophorése a une tension de 100 V, puis le réactif est appliqué sur le gel durant
15 secondes et nous placons le tout dans une chambre d’incubation pendant 25 minutes a
45°C.

Apres incubation, le gel est séché au moyen d’un papier filtre, puis il est placé dans un bain
d’acide acétique a 10% sous agitation lente pendant 2 minutes. De nouveau, un papier filtre
imbibé d’acide acétique a 10% est placé sur le gel, lui-méme est recouvert de papier buvard.
Un poids a développement est alors appliqué sur I’ensemble, pendant 3 & 5 minutes. Enfin,
nous réalisons un ultime lavage dans ’acide acétique a 10 % et nous séchons le gel. Les gels
sont placés dans I’obscurité en attendant d’étre « scannés » et interprétés.

Les 5 isoenzymes sont visualisés sous forme de bandes quantifiables grace a un logiciel
informatique qui fait usage de densitométre. Le plus rapide LD1 migre dans la zone des
alphas 1 et le plus lent LD5 dans celle des gammas. Les trois autres isoenzymes ont des
mobilités intermédiaires.

L’aire sous la courbe est calculée par analyse gaussienne et la proportion relative de chaque
isoenzyme est exprimée en pourcentage par rapport au total.

V/ Statistiques

Toutes les activités enzymatiques sont exprimées en unité d’activité enzymatique par
gramme de poids frais de tissu, une unité correspondant a 1 umole de substrat transformée par
minute.

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne = SEM (erreur standard a la
moyenne). L’ensemble des résultats numériques est donné en annexe. Les moyennes propres
a chaque groupe sont comparées au moyen d’une ANOVA a une voie réalisée par le logiciel
informatique Systat®. La signification statistique est fixée p < 0,05.
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RESULTATS



I/ Le modéle expérimental d’hypoxie : conséquences sur la croissance des
animaux, I’éryvthropoiése et le poids du coeur

Rappelons que lors de nos expériences, nous avons utilisé trois lots d’animaux ( rats
femelles de 1 mois, de souche Wistar, pesant entre 100 et 140 g ) et que I'un des lots
d’animaux a été placé dans des conditions d’hypoxie normobare ( FO, = 10 % ) pendant une
durée de trois jours, les autres lots Téemoin et Pair-fed étant quant a eux dans une atmosphére
normoxique (FO, =21 %). Les témoins et les hypoxiques ont eu libre acces a la nourriture et
a I’eau de boisson.

A) Evolution de la masse corporelle des rats au cours de 1I’exposition a I’hypoxie

Au cours de ces trois jours, la quantité¢ d’aliment ingérée a été pesée quotidiennement afin
de confirmer ou d’infirmer I’existence du phénomeéne d’anorexie ou plutdét d’hyporexie sur
une courte période d’exposition a I’hypoxie. Ainsi, nous avons pu comparer la quantité
d’aliment ingérée moyenne au sein des deux lots Hypoxique et Témoin, c’est-a-dire entre des
animaux en situation d’hypoxie et de normoxie. L’ensemble des résultats sont représentés
dans la figure n°8.
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quantité d'aliment (g)
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Fig n°8 : Quantité moyenne d’aliment ingérée par les lots hypoxique et normoxique durant les trois jours de
conditionnement (% : significativement différent p<0,05)
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Nous observons dés les premiers jours d’exposition a I’hypoxie une diminution de la
quantité moyenne d’aliment ingérée par les rats.

Nous avons pu noter par ailleurs que I’activité physique diminue de fagon notable et
hétérogeéne au sein du lot Hypoxique. Certains animaux du lot ne se nourrissent quasiment
plus, tandis que d’autres semblent moins affectés par la diminution de la FO, En effet, les
quantités d’aliment ingérées varient énormément d’un rat & 1’autre. Si la majorité des rats
connaissent une phase d’hyporexie sévere (voire d’anorexie) et précoce puis un retour a la
normale a partir du deuxiéme jour, d’autres demeurent anorexiques ou le deviennent le
deuxiéme jour avant de retrouver des valeurs normales pour le reste du lot. Cette variabilité
individuelle de la réponse au stress hypoxique est susceptible, nous le verrons en discussion,
d’interférer avec nos résultats sur une période courte d’hypoxie.

Par ailleurs, nous avons mesuré quotidiennement la masse corporelle de tous les animaux,
afin de pouvoir établir une courbe de croissance moyenne pour chacun des lots, et de pouvoir
les comparer entre elles (figure n°9).

Masse corporelle (grammes)
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Fig n°9 : Courbe de croissance moyenne des trois lots durant les trois jours d’exposition a I’hypoxie normobare
( Moyenne = ESM ; % : significativement différent des témoins ; p <0,05)

Nous observons une perte de poids au cours des trois premiers jours d’exposition a
I’hypoxie. Cette perte de poids est également bien connue chez ’homme, on parle d’anorexie
d’altitude (Guilland et Klepping, 1985). Ainsi, le poids moyen des animaux hypoxiques est
inférieur de 14% a celui des animaux normoxiques en fin d’expérience. Ces résultats sont en
accord avec les travaux effectués dans ce méme laboratoire sur une période de trois semaines.
En poursuivant notre expérience, nous aurions pu montrer que la courbe des rats hypoxiques
redevient ensuite paralléle a celle des rats normoxiques.
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Cette perte de poids s’explique en grande partie par 1’hyporexie. En effet, les rats pair-fed
ayant regu la quantité de nourriture ingérée par leurs homologues hypoxiques suivent une
croissance identique a celle des hypoxiques et connaissent la méme perte de poids initiale.
L’hypoxie est donc a I’origine de 1’hyporexie qui est elle-méme a 1’origine d’une perte de
poids.

Les rats Témoins, quant a eux, connaissent une croissance pondérale normale.

B) Evolution des valeurs d’hématocrite

Les valeurs d’hématocrite sont représentées dans la graphique suivant :
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Fig n°10 : Valeurs individuelles de I’hématocrite au sein des trois lots a I’issue des 3 jours de conditionnement
(% : significativement différent entre lots ; p < 0,05 )

L’analyse de ces résultats permet de conclure a I’absence d’effet significatif de 1’exposition
a I’hypoxie sur I’érythropoiése au bout de trois jours. Nous n’observons pas de différence
significative entre les trois lots bien que des études menées sur des périodes plus longues aient
pu mettre en évidence une polyglobulie lors d’hypoxie.

C) Conséquences de I’exposition a I’hypoxie sur la morphologie cardiaque

Le tableau n°2 présente les valeurs moyennes des masses des ventricules droits (VD) et
ventricules gauches + septums (VG + septum) isolés a partir des cceurs au bout des trois jours
de conditionnement ainsi que les moyennes des rapports des masses des VD et VG a la masse
corporelle. Les figures 11, 12, et 13 donnent les valeurs individuelles de ces rapports afin
d’illustrer la variabilité des données.
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Tableau n°2: Masses des ventricules droit, gauche + septum et masse corporelle des rats
( Moyenne = ESM ; % : significativement différent des témoins ; p < 0,05 )

Masse (mg) | Masse (mg) Masse (mg) Masse (g) | Masse cceur® 10°
VG + Septum VD Ceeur Corps /masse corps
Témoins 308,7+15.5 | 67,3+6.2 376 £20.7 123,77+ 6.5 3,03+0.113
Hypoxiques | 289.8+14.6 | 97,2+ 43% | 387+ 16.7% 106,3+2.6% | 3,64+ 0.093%
Pair-Fed 2669+ 132 | 583+54 3252+17.4 105,4+3.2 3,08 £0.125

Le tableau 2 montre que le poids du VD est significativement accru chez les rats hypoxiques
par rapport a celui des rats témoins, cet effet se répercute au niveau du poids global du ceeur.
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Fig n°11 : Rapports entre masse cardiaque* 10’ /masse corps, valeurs individuelles
(% : significativement différent entre les moyennes des trois lots ; p < 0,05 )

L’étude du rapport entre la masse cardiaque globale et le poids de 1’animal confirme
I’existence de différences significatives entre lots. Ainsi ce rapport dans le lot Hypoxique est
significativement supérieur a celui des deux autres lots. Cette différence n’est pas seulement
le fait d’'une diminution du poids des animaux, puisque le lot Pair-fed conserve un rapport
identique a celui du lot Témoin. Cette différence significative donc est principalement le fait
d’une augmentation de la masse cardiaque globale.
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Fig n°13: Rapports entre la masse du ventricule droit et le reste du coeur (valeurs individuelles)
(% : moyenne significativement différente de celle des témoins ; p < 0,05 )

L’étude des rapports entre le ventricule droit et le reste du coeur, ou entre ventricule droit et
le poids de I’animal montre 1a encore des différences significatives entre le lot Hypoxique et
les deux autres lots. Il apparait donc que 1'un des effets les plus marquants de I’hypoxie
chronique sur le muscle cardiaque est une importante hypertrophie du ventricule droit. En
effet, une exposition de trois jours suffit a provoquer chez les rats hypoxiques une
hypertrophie de pres de 70% du ventricule droit par rapport aux rats normoxiques.

En revanche, le ventricule gauche ne subit aucune variation morphologique.

Nous n’observons pas non plus de changements significatifs concernant les variables
pondérales du cceur des rats Pair-Fed.

Ceci conduit chez les rats hypoxiques a une augmentation significative du rapport : masse
du ventricule droit / masse ventricule gauche + septum, ainsi que du rapport : masse du
ventricule droit / masse du corps.

11/ Le métabolisme énergétique du muscle cardiague en hypoxie chronique

Dans ce chapitre, nous étudions les modifications du métabolisme énergétique des cellules
cardiaques apres trois jours d’exposition a I’hypoxie. L’intérét de ces mesures était de savoir
si les résultats enregistrés sur trois jours coincident avec ceux observés lors de travaux
antérieurs sur des périodes d’hypoxie de trois semaines.
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A) Mesure des activités de la LDH, de ’HK et de la HAD des cellules cardiaques

Nous avons donc mesuré les activités enzymatiques des trois enzymes, aussi bien dans le
ventricule gauche que dans le ventricule droit pour chacun des lots, ’ensemble des résultats
numériques est reporté dans les tableaux n°3 et n°4.

® Résultats dans le ventricule droit :

Tableau n°3 : Activités enzymatiques des enzymes LDH, HK, HAD dans les ventricules droits des trois lots
( Moyenne + SEM ; % : significativement différent des témoins ; p < 0,05 )

Activités enzymatiques TEMOINS HYPOXIQUES PAIR-FED
exprimées en U/g

LDH 277,8+ 15,7 297,9+178 2774+ 17,1
HK 524038 4,9 +0,22 4,2 40,30 %
HAD 36,1 + 1,62 33,4+2,62 37,6 £2,07

o Résultats dans le ventricule gauche :

Tableau n°4 : Activités enzymatiques des enzymes LDH, HK, HAD dans les ventricules gauches des trois lots
( Moyenne + SEM ; % : significativement différent des témoins ; p < 0,05 )

Activités enzymatiques TEMOINS HYPOXIQUES PAIR-FED
exprimées en U/g

LDH 341,8 £20,2 303,2+9,5 * 355,4+13,3
HK 7,0+0,38 6,4 10,47 5,140,34%
HAD 45,7 +3,49 47,0 £ 1,54 50,6 £ 3,57

Les activités enzymatiques pour ces trois enzymes n’apparaissent pas toutes
significativement différentes dans les trois groupes d’animaux et ne laissent pas encore
entrevoir les modifications majeures observées sur une période plus longue. Les modifications
dues a l’acclimatation a 1’hypoxie, a savoir une hausse des activités enzymatiques de la
lactate deshydrogénase (LDH) et de I’hexokinase (HK) et une baisse de [D’activité
enzymatique de la HAD pour le ventricule droit, ne sont donc pas observables les premiers
jours d’exposition a I’hypoxie. Les seules variations significatives sont la diminution
d’activité de la lactate déshydrogénase pour le lot Hypoxique dans le ventricule gauche ainsi
que celle de HK pour le lot Pair-Fed au sein des deux ventricules.

D’aprés 1’étude des rapports entre enzymes, il n’apparait pas non plus de différences
significatives entre les lots.
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Tableau n°5: Rapports d’activités enzymatiques dans le ventricule gauche ( U/g)
( Moyenne = ESM ; % : significativement différent des témoins ; p < 0,05 )

Ventricule
gauche TEMOINS HYPOXIQUES PAIR-FED
LDH/HK 49,46 £ 4,02 49,01 £ 4,58 70,3 14,72 %
LDH/HAD 7,72 £0,93 6,51 £0,36 7,22 £0,67
HAD/HK 6,57 £0,51 7,56 £ 0,61 9,91 £0,73%

Tableau 6 : Rapports d’activités enzymatiques dans le ventricule droit
( Moyenne = ESM ; % : significativement différent des témoins ; p < 0,05 )

Ventricule
droit TEMOINS HYPOXIQUES PAIR-FED
LDH/HK 54,98 +4,98 60,68 £ 3,70 67,72 £ 5,67 *
LDH/HAD 7,74 £ 0,48 9,15£0,89 7,44 +£0,50
HAD/HK 7,08 £0,40 6,83 £ 0,65 9,19+£0,73 %

L’¢tude des rapports d’activités entre enzymes apporte peu d’éléments nouveaux. On
remarque toutefois que les rapports LDH/HK et HAD/HK sont supérieurs au lot TEMOIN
chez les PAIR-FED de fagon significative dans les deux ventricules, ce qui pourrait
s’expliquer par 1’augmentation d’activité de LDH et de HAD, mais surtout la diminution
d’activité de I’hexokinase due a la restriction alimentaire. Par ailleurs, le rapport LDH/HAD
est augmenté¢ de fagon non significative chez les rats hypoxiques dans le ventricule droit, ceci
s’explique par une faible augmentation de 1’activité de la LDH dans le ventricule droit.

Malgré ces faibles différences, nous pouvons conclure qu’au bout de trois jours d’hypoxie
chronique normobare, les modifications du métabolisme énergétique ne sont pas encore mises
en place, et qu’il s’agit probablement d’un mécanisme plus lent.

B) Proportions relatives des isoenzymes de la LDH
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Les différentes isoenzymes de la lactate deshydrogénase sont donc séparées selon leur
mobilité dans le gel d’agarose et sont visualisées aprés révélation et incubation sous forme de
bandes quantifiables grace a un logiciel informatique faisant office de densitométre.
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Fig n°13: Exemple de profil électrophorétique obtenu apres révélation et incubation

LDH4
LDH3
LDH2
LDH1

Tableau n°7 : Pourcentages des différents isoformes de la LDH dans les ventricules droit et gauche

( Moyenne + SEM ; % : significativement différent des témoins ; p < 0,05 )

VG TEMOINS |HYPOXIQUES | PAIR-FED
HIM3 13,0 £ 1,25 18,5+ 1,33% | 11,5+ 1,20%
H2M2 33,7+t 1,84 33,8+ 1,21 29,8+ 0,31
H3M1 35,1 £0,87 31,8 £0,59% 350+ 1,11
H4 18,2 £ 1,35 15,9 £ 0,92 23,7£0,86%
VD TEMOINS | HYPOXIQUES | PAIR-FED
HIM3 13,0 £ 0,85 13,9+ 1,45 12,3 +3,06
H2M2 34,1 £3,00 36,3+2,72 31,1 £2,00
H3M1 32,7+ 1,74 33,4+2,09 35,8+2,17
H4 20,2+ 1,16 16,4 £ 1,18% 20,8+ 2,00

=H1M3

= H4

Les résultats observés au terme de la quantification ne montrent pas de différences
significatives pour chacun des isoenzymes entre les lots. Toutefois, nos résultats semblent en
faveur d’une augmentation significative des isoenzymes LDH4 et des formes « M » dans
I’ensemble. Les études antérieures au sein du laboratoire, suivant un protocole semblable,
mais sur une durée plus longue, mettent en évidence une augmentation des isoformes riches
en sous-unités « M » chez les rats placés en hypoxie pendant trois semaines. Les expériences
de Barrie et Harris (1976) précisent que la restriction alimentaire et I’hypertrophie
ventriculaire entrainent une augmentation des formes « M ». Lors de nos expériences, la forte
variabilit¢ a D’intérieur de chaque lot estompe quelque peu les différences entre lots.
Toutefois, si nous considérons les caractéres en gras du tableau, il semble qu’il y ait une
1égere évolution vers les formes « M ».
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Par ailleurs, si nous calculons la proportion de « H » et de « M » dans les ventricules gauche
et droit, on trouve respectivement pour les TEMOINS, les HYPOXIQUES et pour les PAIR-
FED les résultats du tableau suivant :
Tableau n°8 : Activités relatives des formes H et M dans les ventricules droit et gauche.

VD H |[VD M HM %M |[VG H |VG M HM %M
TEMOINS 177,0 100,7 1,75 36,2 220,2 121,6 1,81 35,6
HYPOXIQUES 181,2 116,7 1,55 39,2 194,3 108,8 1,78 35,9
PAIR-FED 196,3 101,7 1,93 34,1 239,5 115,8 2,07 32,6

En reconsidérant les résultats d’activités en valeurs absolues pour les formes H et M, il
semble en effet que I’évolution du rapport H/M se fasse vers une augmentation de M non
significative, et ce a partir de trois jours d’hypoxie.
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DISCUSSION



I/ Le modéle expérimental d’hypoxie

La pression partielle de 1’oxygeéne dans 1’air s’exprime par la formule suivante :
PO, = ( Pb — Piyao ) * FO, avec Pyy0 correspondant a la pression de la vapeur d’eau (soit 47
mmHg dans 1’air trachéal saturé en vapeur d’eau), Pb exprimant la pression barométrique
(760 Torr au niveau de la mer) et PO, correspondant a la pression partielle en oxygene.

Il existe ainsi deux fagons de créer des conditions hypoxiques :

- soit en diminuant la pression barométrique (Pb), c’est ce qui se produit en
altitude, il s’agit d’ une « hypoxie hypobare » ;

- soit en diminuant la fraction en O,, il s’agit alors d’une « hypoxie
normobare ». C’est cette technique que nous avons utilisée lors de nos
expériences, a 1’aide d’une cage d’hypoxie.

La FO, dans I’air ambiant est égale a 0,21 quelle que soit 1’altitude. Si elle est réduite a 0,10
en augmentant la proportion de I’azote (10% d’oxygeéne dans le mélange gazeux inspiré), il en
résulte alors une PIO, (pression partielle inspirée en O;) de: (760 —47)*0,1 = 71,6 Torr.

Cette hypoxie est équivalente a celle que nous obtiendrions en réduisant la pression
barométrique a 388 mmHg, ce qui correspond a une altitude de 5500 meétres, comme le
montre le calcul suivant : PO, =( 388 —47)*0,21 = 71,6 Torr

Paul Bert publia en 1878 I’ouvrage intitulé « La pression barométrique : recherches de
physiologie expérimentale ». I écrivit que D’effet physiologique fondamental d’une
diminution de la Pb est la variation concomittante de la pression partielle en oxygene. Ainsi,
lorsque la pression barométrique diminue, la diminution de la pression partielle en oxygene
qui en résulte est responsable d’une diminution de la concentration en O, du sang artériel.

Selon cet auteur, les effets de la baisse de la pression atmosphérique sont liés
spécifiquement a la baisse de la pression en oxygene. Toutefois, des expériences menées
depuis ont mis en évidence trois autres conséquences de 1’hypoxie hypobarique (Dejours et
Dejours, 1992):

- une faible densité de I’air inhalé (a 5500 m, la densité de I’air inspiré est divisée par
deux);

- une augmentation de la diffusibilité¢ des gaz pouvant jouer un role non négligeable
lors de I’hématose, en permettant une meilleure homogénéité du gaz alvéolaire;

- une diminution de la pression partielle du gaz carbonique, qui, en raison de la faible
proportion de CO; dans I’air ambiant, reste négligeable.

Les deux mode¢les d’hypoxie ne sont donc pas rigoureusement identiques quant a leurs
conséquences physiologiques, toutefois, en terme d’hypoxie, les pressions partielles en O,
sont les mémes. Il faut ajouter que lors des expériences menées en altitude d’autres facteurs
sont susceptibles d’interférer. Des contraintes environnementales s’associent a 1’hypoxie,
telles que le froid, I’humidité et modifient les réponses physiologiques. Mais reconstituer un
modele parfait d’hypoxie est difficile, a moins de travailler soi-méme en altitude au sein d’un
observatoire d’altitude. Par ailleurs, ces expériences en altitude ont montré que le principal
facteur intervenant en altitude était I’hypoxie causée par la diminution de la pression
barométrique. Ainsi, lors d’une expérience en altitude simulée, notre dispositif parvient a
reproduire un bon modé¢le d’hypoxie d’altitude, méme si nous ne sommes pas en mesure de
dire s’il est strictement équivalent dans le cas normobare et dans le cas hypobare.
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Fig n°14: la cloche a hypoxie hypobarique du physiologiste Paul Bert (1870). En baissant progressivement la
pression de I’air dans la cloche, il observait les réactions de 1’organisme: accélération du rythme
cardiaque, nausées. Il constate qu’en inhalant de 1’air enrichi en oxygéne mais a la méme pression, les
effets disparaissent.

I1/ Le modéle de restriction alimentaire :

La restriction alimentaire est un facteur qui a été pris en compte lors de nos expériences.
Comme nous avons pu le rappeler en introduction, I’exposition a I’hypoxie s’accompagne
toujours, que ce soit chez I’homme ou chez I’animal, d’une modification du comportement
alimentaire qui se traduit par une période d’anorexie pendant les quatre a cinq premiers jours
d’hypoxie. Apres cette période, les rats reprennent une croissance normale.

Lors de notre conditionnement hypoxique de trois jours, il était impératif de distinguer les
effets respectifs de I’hypoxie et de la restriction alimentaire, puisque cette dernicre est a son
paroxysme.

En exprimant les résultats sous forme de courbe (figure n°9), il apparait que la courbe de
croissance des rats hypoxiques est parallele a celle des témoins, mais décalée vers le bas.
Plusieurs travaux se sont attachés a montrer I’importance du facteur nutritionnel sur les
réponses métaboliques au cours de ’adaptation a I’hypoxie. Dans le cadre de notre travail,
nous avons pris en compte ce parametre en observant pendant trois jours un lot Pair-Fed,
c’est-a-dire un lot de rats non soumis a I’hypoxie, mais dont 1’alimentation était restreinte.
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Ainsi ces rats ont été soumis aux mémes effets de la restriction alimentaire que lors d’une
anorexie d’altitude.

Les jeunes rats femelles étant en phase de croissance, il serait normal d’observer une
augmentation linéaire du poids de celles-ci dans le lot 7émoin. Toutefois, la comparaison des
moyennes pondérales a JO, J1, J2 et J3 met en évidence une croissance de seulement +1,06%
le premier jour, puis de +8,24% a J2. Ce ralentissement de la croissance au sein du lot 7émoin
traduit la brusque baisse de prise alimentaire observée dans ce lot le premier jour. En effet, a
J3, les rats ingérent en moyenne 17,45 grammes et seulement 12,45 grammes a J1. Une
hyporexie au sein d’un lot non soumis au conditionnement hypoxique peut s’expliquer par le
stress di a la séparation des animaux et leur répartition dans des cages individuelles. Celle-ci
est susceptible d’interférer dans 1’interprétation des effets de la restriction alimentaire sur le
métabolisme énergétique et les différents parametres étudiés.

En ce qui concerne les autres lots, nous observons une croissance complétement différente
au sein du lot Hypoxique et Pair-Fed (en caractére gras): -12,20% (-7,92%) le premier jour,
puis +2,20% (-2,84%) a J2 et de nouveau —0,30% (-1,28%) a J3. Les croissances de ces deux
lots demeurent relativement différentes sur une période aussi courte que celle étudiée. Nous
pouvons d’ailleurs nous poser la question de savoir si le modéle de restriction alimentaire est
pertinent. Toutefois, en comparant 1’évolution des masses corporelles des rats au-dela de ces
trois jours d’hypoxie, sur la base de résultats d’expériences ultérieures sur trois semaines
(figure n° 15), nous constatons que les rats Pair-fed suivent a peu pres la méme évolution que
les rats hypoxiques, ils reproduisent donc bien la situation nutritionnelle des hypoxiques a
I’issue des quatre premiers jours d’hypoxie. Notre modele d’ « anorexie d’altitude » est bon
au-dela de quatre jours et approximatif sur trois jours, il est délicat de dissocier les
modifications dues a 1’exposition a I’hypoxie de celles dues a I’anorexie ou au stress.
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Fig n°15 : Courbes d’évolution du poids corporel (a) et de la prise alimentaire (b) au sein des trois lots, sur une
période de trois semaines. Moyennes +/- SD (d’aprés Daneshrad et coll. 1999).
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Enfin, ’analyse de la courbe de la figure n°15 permet de rajouter que la baisse de prise
alimentaire observée sur trois jours, a savoir 17,45 grammes par jour en moyenne pour les rats
Témoins contre 8,50 grammes par jour pour les rats Hypoxiques a J3 est quasiment acquise a
I’issue des trois jours et se maintient sur une période de trois semaines.

La réduction du poids corporel et de la prise alimentaire au sein du lot de rats hypoxiques
est en accord avec les données de la littérature observées sur des périodes d’hypoxie plus
longues ou sur des rats d’age et de sexe différents ( Bigard et coll. 1996 ; Abdelmalki et coll.
1996 ).

111/ Effet de I’hypoxie et de la restriction alimentaire sur ’hématocrite :

Au terme des trois jours de conditionnement, il ne semble pas y avoir de différences
significatives entre les hématocrites des trois lots de rats. Nous avons fait apparaitre dans la
figure n°16 les valeurs moyennes d’hématocrite obtenues au sein des trois lots dans les
mémes conditions expérimentales sur une période de trois semaines. Apres trois semaines
d’hypoxie, une élévation de 54% de I’hématocrite est enregistrée. L’analyse de nos résultats
permet de conclure a I’absence d’effet significatif de ’hypoxie sur [’hématocrite au bout de
trois jours. Ainsi, les répercussions sanguines de I’hypoxie sont plus lentes a se mettre en
place. Ce constat a un intérét double:

- si les effets de I’hypoxie sur ’hématocrite ne sont pas décelables au bout de trois
jours, nous ne pouvons pas pour autant en déduire I’absence d’effet sur 1’érythropoicse.
En effet, dans la moelle osseuse, une cellule souche indifférenciée se transforme tout en
se divisant en hématies jeunes ou réticulocytes qui sont libérés dans la circulation
sanguine pour finir leur transformation dans la rate. Le délai de maturation avant
libération dans la circulation sanguine est d’environ cinq jours. Ainsi, il est 1égitime de
ne pas observer de répercussion sanguine au terme de I’expérience. La synthése
d’érythropoiétine peut néanmoins déja avoir été influencée;

- si certains auteurs ont prétendu que 1’augmentation de la viscosité du sang pouvait
étre a ’origine d’une augmentation de la charge de travail et provoquer I’hypertrophie
cardiaque, nous pouvons déduire de notre étude que la polyglobulie n’est pas la cause
premiére et qu’un autre mécanisme intervient.
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Fig n°16: Comparaison des effets de I’hypoxie et de la restriction alimentaire sur I’hématocrite de rats femelles
en croissance sur une période courte de conditionnement et sur 21 jours (Daneshrad et coll. 1999)
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IV/ Les caractéristiques morphologiques cardiaques droite et gauche en
hypoxie chronique :

Au terme des trois jours de conditionnement, les coeurs ont été prélevés, pesés puis
disséqués en ventricule droit, ventricule gauche et septum afin d’étudier les répercussions
histologiques de I’hypoxie et de la restriction alimentaire sur le muscle cardiaque. Les
résultats numériques figurent en annexe, la figure n°17 donne les valeurs absolues du poids
total du cceur, du ventricule droit et du ventricule gauche + septum.
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Fign®17: Effets de I’hypoxie et de la restriction alimentaire sur la masse myocardique de jeunes rats femelles
lors d’un conditionnement de trois jours.
Les résultats sont exprimés en moyenne ( p<0,05) *HvsT,PFet ° PF vs T

Le septum appartient normalement aux deux ventricules droit et gauche. Lors de notre
expérience, le muscle cardiaque a été réparti en ventricule droit et ventricule gauche + septum
dans un souci de reproductibilité des dissections. Nous étudions les évolutions de chacun des
ventricules dans les chapitres suivants.

A) La masse ventriculaire droite:

Les mesures des variables pondérales que nous avons réalisées montrent que I’exposition a
une hypoxie normobare pendant trois jours consécutifs entraine d’importantes modifications
morphologiques au niveau du ventricule droit. Nous avons pu mettre en évidence une
augmentation de la masse du ventricule de + 44% dans le lot des rats hypoxiques en
comparaison aux lots 7émoin et Pair-Fed.

Cette augmentation de masse est a rattacher a une augmentation des performances
ventriculaires maximales. En effet, les travaux de Kolar et Ostradal (1991) ont prouvé qu’il
existait une relation linéaire entre la performance ventriculaire maximale et le poids du
ventricule chez des rats soumis pendant cinq semaines a une hypoxie hypobare. Ces mesures
des fonctions contractiles cardiaques ont été réalisées lors de travaux antérieurs au sein du
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laboratoire en soumettant des rats a une hypoxie normobare sur une période de trois semaines.
Elles avaient permis de conclure que 1’augmentation de masse est en rapport avec une
¢lévation de la contractilit¢ du ventricule. Par ailleurs, Kolar (1991) a montré que cette
augmentation des performances du ventricule droit hypertrophié était associée a une élévation
de la pression sanguine dans 1’artére pulmonaire. L hypertension artérielle pulmonaire déja
mise en place dés les premiers jours d’exposition a I’hypoxie serait principalement due a une
vasoconstriction pulmonaire. Si on prolonge I’exposition, des modifications structurales des
artérioles pulmonaires consistant principalement en un épaississement de la musculature
viennent s’ajouter au phénomeéne de vasoconstriction pulmonaire.

Ainsi donc nos expériences permettent d’attester de la précocité des modifications
morphologiques et fonctionnelles. Les différences observées entre les différents lots sont déja
significatives.

De plus, d’aprés les résultats obtenus, I’hypertrophie ventriculaire est le seul fait de
I’hypoxie et ne peut en aucun cas étre liée a la restriction alimentaire car la masse moyenne
des ventricules droits du lot Pair-fed est au contraire discrétement diminuée si on la compare
au lot Témoin, mais de fagon non significative.

Enfin nous pouvons rappeler que I’hypertension artérielle pulmonaire chronique qui
apparait lors du processus d’acclimatation a 1’hypoxie et qui engendre I’hypertrophie
ventriculaire n’est pas forcément une réponse favorable pour I’organisme. En effet, elle est a
I’origine de pathologies caractéristiques telles que 1’cedéme aigii du poumon. De plus, nous
avons indiqué en introduction que cette réponse de l’organisme n’était pas obligatoire,
puisqu’elle est tres atténuée chez des populations d’individus vivant en permanence en haute
altitude.

B) La masse ventriculaire gauche:

En ce qui concerne les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles du ventricule
gauche, nous avons observé que le comportement de ce ventricule était totalement différent de
celui du ventricule droit. Nous n’avons observé aucune modification de la masse du ventricule
apres trois jours d’exposition a I’hypoxie au sein du lot Hypoxique. Cependant 1’absence
d’hypertrophie du ventricule gauche reste une question trés controversée. Ainsi, Schneider et
coll. (1987) ont montré un accroissement de la masse de 30% du VG chez des rats exposés
durant quatre semaines a une altitude de 6000 métres. Nous pouvons tenter d’expliquer cette
hypertrophie par un processus de régulation visant a rétablir le rapport d’un tiers existant dans
les conditions physiologiques entre les deux ventricules. Une autre théorie expliquerait cette
hypertrophie du ventricule gauche par une hypertension systémique consécutive a
I’augmentation de la viscosité sanguine (polyglobulie liée a I’hypoxie) et a ’augmentation du
tonus vasomoteur.

Dans tous les cas, nous n’avons pas observé d’hypertrophie ventriculaire dans notre mode¢le,
et nos résultats sont en accord avec ceux observés auparavant dans notre laboratoire lors
d’une exposition de trois semaines a I’hypoxie.

Nous observons en revanche des effets significatifs de la restriction alimentaire sur la
morphologie cardiaque. Les rats du lot Pair-fed présentent des variables pondérales
significativement diminuées par rapport au lot 7émoin. Nous avons noté une baisse de 13,5%
pour le ventricule gauche + septum et I’ensemble du cceur. Toutefois, cette diminution de la
masse cardiaque n’est pas significative au sein du ventricule droit. Les rats du lot Hypoxique
subissent la méme restriction alimentaire, mais dans ce lot la diminution de masse observée au
sein du ventricule gauche n’est pas significative. Nous pouvons donc supposer que I’effet
hypoxie s’oppose a Ieffet restriction alimentaire au sein du ventricule gauche.
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C) Comparaison de nos résultats aux études antérieures menées sur trois semaines d’hypoxie :

I1 est intéressant de comparer nos résultats obtenus sur trois jours a ceux obtenus dans les
mémes conditions expérimentales sur trois semaines. La figure n°18 met en évidence une
augmentation de 34% de la masse totale du cceur sous 1’effet de I’hypoxie. Elle n’était que de
13,5% au bout de trois jours. Par ailleurs, nous pouvons observer une hypertrophie
ventriculaire gauche et droite de 18% et de 170% respectivement apres trois semaines
d’hypoxie. Notre expérience n’a pas montré d’augmentation de la masse du ventricule gauche
et ’augmentation de masse du ventricule droit n’était que de 44%. Ces résultats nous
confortent dans 1’hypothése que les effets restriction alimentaire et hypoxie se compensent
durant ces premiers jours de conditionnement au niveau du ventricule gauche, puisque la
restriction alimentaire est a son paroxysme les trois ou quatre premiers jours. L hypertrophie
ventriculaire droite est, semble-t’il, un phénoméne dont I’intensité est dépendante du temps.

Enfin, la restriction alimentaire n’avait aucun effet significatif lors de cette expérience sur
trois semaines, il est légitime de penser que, passée la phase paroxystique de restriction
alimentaire durant laquelle certains rats ne s’alimentaient pas du tout, la prise d’aliment se
stabilise a des valeurs plus élevées et n’ayant plus d’effet significatif sur le myocarde.
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Fig n°18 : Effets de I’hypoxie et de la restriction alimentaire sur la masse myocardique de jeunes rats femelles
durant trois semaines de conditionnement. (Daneshrad et coll. 1999).
Les résultats sont exprimés en moyenne (p<0,05) * Hvs T, PF

En conclusion, nous avons étudié¢ le poids des parties du cceur rapporté au poids total du
cceur. Au bout de trois jours, les proportions du ventricule droit et ventricule gauche+septum
sont respectivement de 25% et 75% pour le lot Hypoxique contre 18% et 82% pour les deux
autres lots. A I’issue de trois semaines de conditionnement, les modifications morphologiques
sont encore plus manifestes puisque les proportions ventricule droit/ ventricule gauche +
septum sont cette fois de 38% et 62% (Daneshrad et coll.1999).

L’hypoxie provoque une augmentation de la masse musculaire cardiaque, notamment dans
le ventricule droit, tandis que la restriction alimentaire tend au contraire a la diminuer. Cette
opposition est particuliérement importante durant les premiers jours d’hypoxie. Par la suite, la
restriction alimentaire perd de son importance et I’effet Aypoxie prend le dessus. Nous verrons
dans le chapitre suivant que cette opposition peut également avoir des conséquences
métaboliques.
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V/ Adaptations métaboliques a I’hypoxie chronique

A) Adaptation des enzymes a I’hypoxie au sein des cellules myocardiques

Nous n’observons pas de variations significatives des activités des enzymes lactate
deshydrogénase, hexokinase et [-Hydroxy-acyl-CoA deshydrogénase. Toutefois, nous
pouvons observer des tendances qui semblent en accord avec les résultats observés lors
d’expériences antérieures au sein du laboratoire. En effet, I’exposition de rats a une hypoxie
normobare durant trois semaines et selon le méme protocole a permis de mettre en évidence
des variations significatives des enzymes du myocarde, a savoir :

® La restriction alimentaire entraine une augmentation de 1’activit¢ de LDH dans
le ventricule gauche et peu d’effets sur les autres enzymes ;

® [’hypoxie provoque une forte augmentation de ’activité de I’hexokinase et une
diminution de I’activité de la HAD dans les deux ventricules.

Les seules variations significatives que nous observons sont la diminution d’activité¢ de la
lactate deshydrogénase pour le lot Hypoxique dans le ventricule gauche ainsi que la baisse
d’activité enzymatique de 1I’hexokinase pour le lot Pair-fed au sein des deux ventricules.

Lors de nos expériences, nous avons pu mettre en évidence une augmentation des rapports
LDH/HK et HAD/HK pour le lot Pair-fed. Cette augmentation, bien que non significative,
peut s’expliquer par I’augmentation de ’activité de la LDH et surtout par la diminution de
I’activité de I’hexokinase. Les travaux de Barrie et Harris (1976) ont montré que la restriction
alimentaire était a I’origine d’une baisse d’activité de I’hexokinase. Par ailleurs, le rapport
LDH/HAD est augmenté chez les rats hypoxiques dans le ventricule droit, ceci s’explique par
une faible augmentation de 1’activité de la LDH optimisée par une faible diminution de
I’activité enzymatique de la HAD dans le ventricule droit.

Malgré ces faibles différences, nous pouvons conclure qu’au bout de trois jours d’hypoxie
chronique normobare, les modifications du métabolisme énergétique ne sont pas encore mises
en place, et qu’il s’agit probablement d’un mécanisme plus lent.

B) Changements de composition de la lactate deshydrogénase

Les variations observées ne sont la encore pas significatives. Les travaux de Barrie et Harris
(1976) précédemment cités ont également montré que la restriction alimentaire et
I’hypertrophie ventriculaire entralnaient une augmentation des sous-unités « M »de la LDH,
tandis que I’hypoxie chronique est plutdt a I’origine d’une augmentation des sous-unités
«H».

Nos résultats ne montrent pas de différences flagrantes entre les lots, mais une faible
diminution de la proportion de sous-unités « H » dans les deux ventricules, qui permettrait
d’entrevoir une lente dérive vers une métabolisme moins aérobie. On peut se demander si les
résultats n’auraient pas été plus significatifs avec des rats adultes, plutot qu’avec des rats d’un
mois. En effet, on sait qu’il y a chez les adultes une évolution vers plus de sous-unités « H ».
Ainsi, le métabolisme n’étant pas parfaitement mature, les isoformes « H» sont moins
prépondérants chez les rats témoins, et les différences avec le lot Hypoxique sont moins
significatives.
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Fig n°19 : Proportions moyennes de I’isoforme M au sein des ventricules droit et gauches pour les trois lots.
Les résultats sont exprimés en moyenne (p <0,05) * Hvs T, PF

La réponse fonctionnelle est bien évidemment rapidement mise en route par le jeu de
régulation végétative a temps de réponse tres bref. Les réponses concernant le métabolisme
énergétique sont plus longues a se mettre en place ce qui n’est pas surprenant. Plus inattendue
en revanche est la rapidit¢ des modifications de la masse ventriculaire droite; en effet, cet
ajustement fait aussi appel a des processus de synthése eux-mémes dépendants du
métabolisme énergétique.
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Conclusion :

L’intérét de développer les recherches pour mieux comprendre les stratégies cellulaires de
défense contre 1I’hypoxie n’est plus a démontrer. En effet, ces études trouvent des applications
directes dans bien des domaines, en physiologie fondamentale grace au développement de la
physiologie du sport, afin de mieux connaitre les réactions de I’organisme a un environnement
extréme, mais ¢également en clinique, ou I’hypoxie concerne les patients souffrant
d’insuffisance respiratoire chronique ou encore d’anémie. La compréhension des mécanismes
mis en place peut donc conduire au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

A partir d’un modele animal, des rats exposés a trois jours d’hypoxie normobare, nous nous
sommes intéressés aux modalités d’adaptation a I’hypoxie, aussi bien systémiques que
myocardiques.

Ainsi, a I’échelle de I’organisme, I’hypoxie entraine trés précocement une diminution de la
croissance et de la consommation d’aliment chez des individus jeunes. Nous n’avons en
revanche pas observé de polyglobulie a I’issue des trois jours. De méme, au niveau du coeur,
les résultats de nos travaux permettent d’attester de la précocité des réponses morphologique
et fonctionnelle du muscle cardiaque. Nous avons mis en évidence une hypertrophie du
ventricule droit aprés trois jours d’hypoxie sans rapport avec le phénoméne d’anorexie. Le
ventricule gauche ne semble pas pour sa part subir de modifications significatives,
contrairement a ce qui a ét¢ montré sur des périodes plus longues de conditionnement. Il en
ressort que 1’hypertrophie ventriculaire gauche pourrait s’expliquer en partie par
I’augmentation de viscosité du sang et interviendrait ultérieurement dans le mécanisme
adaptatif a I’hypoxie.

Enfin, nous avons montré que les mécanismes d’adaptation du métabolisme énergétique
étaient, quant a eux, plus lents a se mettre en place. La comparaison de nos résultats a ceux
trouvés lors d’une exposition de trois semaines a 1’hypoxie normobare permet de déceler une
évolution vers un métabolisme moins aérobie afin de préserver les fonctions contractiles, mais
les variations ne sont pas encore significatives. Les activités enzymatiques ne sont, pour la
plupart, pas significativement altérées. La seule variation enzymatique significative se
retrouve au niveau du profil électrophorétique des isoenzymes de la lactate deshydrogénase.
L’activité des isoformes « M » augmente au niveau du ventricule droit, mais ne semble, a ce
stade, pas altérée dans le ventricule gauche. L’ensemble des tendances observées sont
probablement minimisées par la forte variabilité au sein de chaque lot. Nous aurions peut-étre
observé des résultats plus significatifs en augmentant le nombre d’animaux dans chacun des
groupes.
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ANNEXES



Variables pondérales des coeurs prélevés au sein des trois lots a 1’issue des trois jours

POIDS PDS VD PDS VG pds septum pds tot Ht(%)
(9) (mg) (mg) (mg) (mg)

140 76 105 213 394 45

140 83 108 192 383 43

120 67 160 179 406 41

127 76 102 228 406 42

109,5 54 95 174 323 42

106 48 61 235 344 40

H1 105 105 135 144 384 46

H2 113 90 172 154 416 45

H3 113 112 157 137 405 51

H4 106 91 113 188 392 42

H5 103 97 175 129 401 44
H6 98 88 130 106 324 42,3

e

PF1 109 74 157 111 342 46,5

PF2 117 66 197 97 360 48
PF3 107 65 128 119 312 43,5

PF4 99 41 103 131 275 46
PF5 103 50 65 210 325 45,6

PF6 97,3 54 75 208 337 44

Ht = hématocrite

Comportement alimentaire et croissance mesures au sein des trois lots

ANIMAL PDS JO PDS J1 PDS J2 POIDS (g) ALIMJ1  ALIM J2 ALIM J3 (g)

T 120 120 140 140 12,3 ? 20
T2 130 130 140 140 12,3 ? 20
T3 110 110 120 120 12,3 ? 20
T4 114 120,1 1251 127 12,6 13,7 14,9
T5 100 100,3 106,4 109,5 12,6 13,7 14,9
T6 100 100,7 105,8 106 12,6 13,7 14,9
H1 120 100 100 105 2 0 11
H2 130 110 115 113 0 10 13
H3 120 110 110 113 8 0 15
H4 121 104,8 108 106 2,1 7,2 8,6
H5 112 102,1 104,5 103 5,6 8,1 9,5
H6 110 99,2 102,4 98 3,1 8,2 7,8
PF1 120 110 110 109 3 8 9
PF2 130 120 120 117 3 8 9
PF3 110 110 110 107 3 8 9
PF4 115 100,3 95,3 99 3 2 8
PF5 121 11,2 105,6 103 3 3 8
PF6 120 107,8 99,6 97,3 3 2,9 8
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Evolution des poids (en grammes) au sein du lot Témoin, du lot Hypoxique et du lot Pair-Fed

Témoins

Hypoxiques

Pair-fed

o O WN -

o b WN =

o b WN -

PDS JO PDS J1
120 120
130 130
110 110
114 1201
100 100,3
100 100,7
MoyenneJ0 MoyenneJ1
112,33 113,52
Ecart-type 0 Ecart-type 1
11,69 11,90
PDS JO PDS J1
120 100
130 110
120 110
121 104,8
112 1021
110 99,2
MoyenneJ0 MoyennedJ1
118,83 104,35
Ecart-type 0 Ecart-type 1
717 4,79
PDS JO PDS J1
120 110
130 120
110 110
115 100,3
121 111,2
120 107,8
MoyenneJ0 MoyennedJ1
119,33 109,88
Ecart-type 0 Ecart-type 1
6,68 6,33

PDS J2

65

140
140
120
1251
106,4
105,8

POIDS
140
140
120
127
109,5
106

MoyenneJ2 Moyenne J3

122,88 123,75
Ecart-type 2 Ecart-type 3
15,25 14,63
PDS J2 POIDS
100 105
115 113
110 113
108 106
104,5 103
102,4 98
MoyenneJ2 MoyenneJ3
106,65 106,33
Ecart-type 2 Ecart-type 3
5,47 5,85
PDS J2 POIDS
110 109
120 117
110 107
95,3 99
105,6 103
99,6 97,3
MoyenneJ2 MoyenneJ3
106,75 105,38
Ecart-type 2 Ecart-type 3
8,72 7,24

moy/anl
130
135
115
121,6
104,1
103,125

moy/anl
106,25
117,00
113,25
109,95
105,40
102,40

moy/anl
112,25
117,00
109,25
102,40
110,20
106,18

SD/ animal
10
5
5
5,04
4,05
2,79

SD/ animal
9,46
8,91
4,72
7,48
4,51
5,40

SD/ animal
5,19
5,68
1,50
8,66
7,97
10,26



Poids du ventricule droit rapporté au poids total du cceur et au poids de ’animal

ANIMAL POIDS(g) PDSVD(mg) Pds tot (mg) VD/tot VD/PDS*1000
T 140 76 395 0,192 0,543
T2 140 83 383 0,217 0,593
T3 120 67 406 0,165 0,558
T4 127 76 406 0,187 0,598
T5 109,5 54 323 0,167 0,493
T6 106 48 344 0,140 0,453
H1 105 105 384 0,273 1,000
H2 113 90 416 0,216 0,796
H3 113 112 405 0,277 0,991
H4 106 91 392 0,232 0,858
H5 103 97 401 0,242 0,942
H6 98 88 324 0,272 0,898

PF1 109 74 342 0,216 0,679
PF2 117 66 360 0,183 0,564
PF3 107 65 312 0,208 0,607
PF4 99 41 275 0,149 0,414
PF5 103 50 325 0,154 0,485
PF6 97,3 54 337 0,160 0,555

66



Activités de I’enzyme hexokinase au sein des deux ventricules

Activité de HK dans VG

8,0
S =70 e 7,0
g . - 6,4
3 6,0
X
. *5,1 5,0
[ |
} } } 4,0
Témoins Hypoxiques Pair-Fed
Activité de HK dans VD
6,2 .
5,7 -
[ |
X °
2 5,2 - A 5,2
44,9
S 47
® X
. *
4,2 1 . 24,2
3
3,7
3,2 X
Témoins Hypoxiques Pair-Fed
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Activités de I’enzyme HAD au sein des deux ventricules
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Activités de ’enzyme LDH au sein des deux ventricules

activités de LDH dans VG

420
400 - X
380 - o
o *
5 360 1 ® 3554
o 340 43418 X
< ’ .
3 320
300 | . 303,2
([
280 - .
260
Témoins Hypoxiques Pair-Fed
activités de LDH dans VD
370
X
330 -
(2]
S 310 -
&
g £297,9
'(fs 290 -
A277,8 N 22774
270 - ®
W
250 o
230
Témoins Hypoxiques Pair-Fed
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Mesure des activités de la LDH. de I’HK et de 1a HAD des cellules cardiaques au sein des
deux ventricules

Activités des trois enzymes pour VD

300,0 —

250,0 —

OHK
EHAD
OLDH

200,0

150,0 —

activité enzymatique en U/g

100,0 —

50,0 —

Témoins Hypoxiques Pair-Fed

Activités des trois enzymes pour VG

)
AN

350,01

300,0+

250,01

OHK
EHAD
OLDH

200,0

150,0

100,0+

activité enzymatique en U/g

50,0

0,0-

Témoins Hypoxiques Pair-Fed
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Rapports moyens entre enzymes dans chaque ventricule au sein des trois lots

Rapports moyens dans VD et VG

80

70 A

60 -

50 A

40 1

30 -

20 A

10

i1

il

il

il

I

1

OLDH/HK
B LDH/HAD
OHAD/HK

VD-Té

VG-Té

VD-Hyp

VG-Hyp

VD-PF

VG-PF
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Proportion relative des isoenzymes de la LDH au sein des deux ventricules

Ventricule gauche

40

30

20 ~

pourcentage

10 -

Otémoins
B hypoxiques
Opair-fed

H1M3 H2M2 H3M1 H4

Ventricule droit

40

30

20
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FEtude des activités enzymatiques au sein du ventricule droit pour le lot Témoin

T1
T2
T3
T4
T5
T6

LDH/HK

67,3 277,8 36,1 5,2
13,76 35,05 3,63 0,85

54,98
11,14

LDH/HAD

HAD/HK

7,74 7,08
1,08 0,89

350,0

Activité des trois enzymes pour le lot témeoin en fonction du

peoids du VD

300,0

250,0

200,0

+ LDH

150,0

= HAD

100,0

HK

activité enzymatique en Uiy

50,0

0,0

45

a0 55 (i1} 65 il Fiii 80
poids du VD (mug)

70,00

60,00
50,00

40,00

* LDHHK

30,00

u LDHMHAD

rapport d'activités

20,00

HADIHIK

10,00

0,00

45

L L LI L] L L] L L

50 55 60 65 70 75 80 85
poids du YWD {(mig)

90
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Etude des activités enzymatiques au sein du ventricule droit pour le lot Hypoxique

LDH/HK

LDH/HAD HAD/HK

276,0 41,4
H2 90 283,6 31,1 5,6 50,88 9,11 5,58
H3 112 2416 32,7 4,8 49,85 7,39 6,75
H4 91 337,5 31,5 4,9 69,38 10,71 6,48
H5 97 301,2 25,1 4,5 66,57 12,01 5,54
H6 88 347,7 38,7 5,4 63,96 8,99 7,12

moyenne 97,17 297,92 33,41 4,93 60,68 9,15 6,83
SD 9,54 39,78 5,85 0,49 8,27 2,00 1,46

Activités des trois enzymes pour le lot hypoxigue en fonction du poids du VD

350,0 *

300,0 ¥

250,0

+ LDH
- HAD

150,0

100,0 H K

50,0

200,0

activité enzymatique en Uig

0,0 r . p ;
85 a0 a5 100 105 110 115
poids du WD {(mg)

80,00 -

70,00 4

60,00

L > + LDH/HK

40,00 = LOH/HAD
30,00 HADHK,

rapport d'activités

20,00

1000 —w—™

(-] n
D ,DD T T T T
85 90 95 100 105 110 115

poids du WD en myg
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Ftude des activités enzymatiques au sein du ventricule droit pour le lot Pair-Fed

LDH/HK LDH/HAD HAD/HK

74 277,3 441 4,0 70,08 6,29
66 258,2 41,9 4,2 61,02 6,17 9,89
PF3 65 287.4 35,9 5,4 53,43 8,00 6,68
PF4 41 237,2 32,5 4,1 57,45 7,29 7,88
PF5 50 257,6 33,3 33 78,45 7,74 10,14
PF6 54 346,8 38,0 4,0 85,89 9,12 9,41
58,33 277,41 37,61 4,17 67,72 7,44 9,19
SD 12,14 38,19 4,63 0,68 12,69 1,11 1,63
Activités des trois enzymes pour pair-fed en fonction du
poids du VD
350,0 -
g 300,0 -
= *
Q * *
S 250,0
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[ |
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ujﬂ T T i T T [ T —
35 40 45 50 55 60 65 70 75
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90,00 -
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80,00 -
70,00 + .
- +
£ 60,00
% 50.00 + + LOHHK
= —— m LDHMHAD
E ’ HADIHK
= 30,00
20,00
10,00 +— . : . s —
0,00 - . . . . ; .
40 45 50 55 [+11] 65 Fh a
poids YWDi{mug)
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Etude des activités enzymatiques au sein du ventricule gauche pour le lot Témoin

LDH HAD HK LDH/HK LDH/HAD HAD/HK
PDS VG Ulg Ulg Ulg
T 105 371,0 45,7 6,3 58,58 8,12 7,22
T2 108 377,0 32,5 7,0 53,85 11,60 4,64
T3 160 343,0 56,0 7,7 4474 6,13 7,30
T4 102 300,0 48,0 8,3 36,00 6,25 5,76
T5 95 385,0 49,0 6,6 58,41 7,86 7,43
T6 61 274,6 43,0 6,1 45,18 6,38 7,08
49,46 7,72 6,57
8,99 2,08 1,13
Activité des 3 enzymes pour les témoins en fonction du
poids du VG
400,0
- - *
350.0 +
300,0 -
Al
= 260,0
E + LDH
S 200,0 = HAD
=
T 150,0 HK
100.0
l5I:III] 'r - n__
[ ]
ﬂ,l] T T T T T T
60 80 100 120 140 160
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70,00 -
&0 ,00 = =
-
& 50,00
= * *
B 4000 # LDHHK
& ' +*
= = LDHHAD
t 30,00 HADHK
=
& 20,00
10,00 e 1
0,00 : — : : : : : . .
S0 B0 7O B0 90 100 110 120 130 150 160
poids du VG (mg)

76



Etude des activités enzymatiques au sein du ventricule gauche pour le lot Hypoxique

LDH HAD HK LDH/HK LDH/HAD HAD/HK
PDS VG Ui Ung Uig
H1 135 294,0 47,0 49 59,59 6,26 9,53
H2 172  303,0 43,3 6,9 43,70 7,00 6,24
H3 157 283,0 48,5 6,3 44,68 5,84 7,66
H4 112  315,0 45,0 7,7 41,09 7,00 5,87
H5 175 339,0 45,0 53 64,28 7,53 8,53
H6 130 285,0 52,6 7,0 40,68 5,42 7,51
moyenne 146,83 303,17 46,90 6,36 49,01 6,51 7,56
SD 25,17 21,19 3,33 1,06 10,24 0,81 1,37
Activités des 3 enzymes pour le lot hypoxique en fonction du poids
du VG
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* il
300,0
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u T T L] T T T
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Etude des activités enzymatiques au sein du ventricule gauche pour le lot Pair-Fed

PDS VG Ug Ulg Ulg
157 333,0 50,0 3,9 85,38
197 355,0 35,7 4,5 78,25
128 370,0 55,0 58 63,43
103 315,0 58,6 5,7 55,59
65 401,0 55,0 5,7 70,62
75 358,2 48,7 5,2 68,53

. LDH  HAD  HK | LDHHK LDH/HAD
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5,38
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9,32
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