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Résumé

En raison de la prématurité ou de conditions médicales, un grand nombre
de nouveau-nés regoivent de la nutrition parentérale totale (NPT) en période
néonatale. Durant la période d'administration, I'impact métabolique et les effets
néfastes de la NPT et celui de son administration avec des sacs exposés a la
lumiére sont en grande partie connus. Il est admis que des évenements se
produisant in utero ou en période néonatale entrainent des modifications
métaboliques chez I'adulte. Mais on ignore si la nutrition parentérale possede des
effets d long terme.

Le but de notre étude est donc d'évaluer l'effet d'une courte période
néonatale de NPT sur le métabolisme énergétique de I'adulte.

De J3 a J7, des cochons d'Inde sont nourris par NPT dont le sac et la
tubulure sont exposés ou protégés de la lumiere et sont comparés & des animaux
nourris par voie entérale. Apres J7, les trois groupes sont nourris de la méme facon,
par voie entérale exclusivement. Les animaux nourris par NPT montrent une prise
pondérale inférieure, un catabolisme plus marqué et des concentrations de
substrats énergétiques abaissées (glucose, cholestérol et triglycérides). A 3 mois, le
foie des groupes NPT montre des concentrations de triglycérides et de cholestérol
abaissées et des changements d'activité enzymatique. La photoprotection de la
NPT néonatale diminue la prise pondérale et les concentrations de triglycérides et
de cholestérol hépatiques.

Notre étude est la premiere a explorer I'effet a long terme de la NPT
néonatale. Elle ouvre la porte d des études humaines qui permettront, nous
I'espérons, d'améliorer la prise en charge des nouveau-nés les plus fragiles et les

plus immatures.

Mot-clés : nouveau-né, hyperalimentation intraveineuse, programmation,

photoprotection, triglycérides, foie, croissance, alimentation entérale



Abstract

Because of prematurity or other medical and surgical conditions, many
infants require total parenteral nutrition (TPN) during the neonatal period. The
metabolic impacts and adverse effects that can be observed during TPN
administration and secondary to exposure of the TPN solutions to light have been
studied. The concept that fetal and early life events result in permanent metabolic
alterations is now accepted. However, long term consequences of neonatal TPN
administration are unknown.

The aim of the current study was to examine long term effects of a short neonatal
period of total parenteral nutrition on adult energy metabolism.

Between their third and their seventh day of life, guinea pigs received light-
exposed or light-protected TPN and were compared to animals who were enterally
fed. After day 7, all three groups received a similar nutrient intfake provided
exclusively enterally. The animals who received TPN display lower weight gain,
enhanced catabolic state and have lower concentrations of energy substrates
such as glucose, cholesterol and triglycerides. At 3 month, their liver has lower
concentrations of cholesterol and triglycerides and display changes in enzymatic
activity. Photoprotection of TPN lowers weight gain and liver concentrations of
cholesterol and triglycerides.

To our knowledge, our study is the first to explore long term effects of
neonatal TPN. It opens the door to human studies that will, hopefully, improve the

care of this population of fragile and immature newborns.

Keywords : total parenteral nutrition, energy metabolism, growth, programming,

fatty acids, liver, photoprotection, newborn
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1. Infroduction

La nutrition parentérale totale (NPT) est administrée tous les jours dans les unités
de néonatologie sans qu'on ne protege son contenu de la lumiére. Pourtant il est bien
documenté que la lumiére interfére sur le contenu de la NPT et que ces changements de
contenu ont un effet sur la santé des nouveau-nés durant la période dinfusion. Mais
pourraient-ils également étre responsables d'effets a long terme? En d'autres termes,
pourraient-ils avoir des conséquences sur la santé de ces nouveau-nés une fois devenus
adultes?2 Actuellement, bien que ces préparations alimentaires soient utilisées
quotidiennement dans les unités de soins néonataux, d notre connaissance, aucune

étude n'a été menée sur leur effet & long terme.

1.1 La nutrition parentéral totale (NPT) en néonatologie

1.1.1 Définition et indication de la NPT

La nutrition parentérale totale (TPN) est une administration intraveineuse de tous
les nutriments nécessaires aux besoins métaboliques et a la croissance. Des acides
aminés, des lipides, du glucose, des vitamines et des électrolytes sont administrés de
maniere d combler les besoins caloriques et nutritionnels.

La nutrition parentérale totale est réservée aux nouveau-nés chez qui une diéte
entérale adéquate est contre-indiquée. Il s'agit des nouveau-nés dont le poids de
naissance est inférieur a 1500 grammes, des enfants présentant des troubles digestifs,
infectieux ou respiratoires. Dés que I'état clinique et la maturité du tube digestif de

I'enfant le permet, le relais est progressivement effectué vers la nutrition entérale.

1.1.2 Complications de la NPT

Deux types de risque sont inhérents & la NPT. Le premier est secondaire au
matériel nécessaire a I'administration. Le second, auquel s'intéresse notre travail, est d0
au contenu de la nutrition parentérale.

La voie d'administration implique une ponction et l'insertion d'un cathéter. Des
infections sont secondaires au bris de la barriere cutanée par le matériel de ponction et
a la présence, dans les vaisseaux, d'une surface en silicone sur laquelle peuvent croitre
les germes (Yeung, Lee, Huang, & Wang, 1998). Le matériel peut également entrainer un

fraumatisme sur les structures vasculaires et la préparation qui devait étre administrées
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dans la veine est alors dispersée dans d'autres structures. Les conséquences de
l'extravasation de la préparation de NPT suite a la rupture d'une structure vasculaire
dépend de sa localisation. Par exemple, une extravasation dans les tissus cutanés peut
étre responsable de nécrose tissulaire et I'extravasation dans le péricarde peut mener &
une tamponnade péricardique pouvant entrainer la mort (Ramasethu, 2008). Il y a
également des risques de thrombose liés a la présence d'un corps étranger dans les
vaisseaux et a des bris de I'endothélium stimulant la cascade de coagulation. Les
cathéters sont d'ailleurs la principale cause de thrombose chez les nouveau-nés. En
raison de l'importante morbidité et mortalité liée aux complications secondaires a la voie
d'administration de la NPT, les équipes soignantes cherchent d en réduire au minimum la
durée d’'administration en favorisant I'alimentation entérale.

Le deuxieme type de complication résulte des atteintes métaboliques induites
par le contenu de la NPT. L'hyperglycémie (Savich, Finley, & Ogata, 1988; Vileisis, Cowett,
& Oh, 1982) et I'nypoglycémie (notamment lors des changements de débit ou de
concentration du glucose en solution) sont des complications de la NPT. Le foie est
l'organe principalement atteint. La cholestase hépatique (Merritt, 1986), les lithiases (Kelly,
1998) et la stéatose (Kumpf, 2006) sont des complications bien connues de la NPT
néonatale. Dans des cas extrémes, la cholestase peut progresser vers une fibrose portale
iréversible et une cirrhose avec insuffisance hépatique nécessitant une greffe (Kaufman,
Gondolesi, & Fishbein, 2003). Quels sont les facteurs de risques reliés au développement
de complications hépatiquese Les nouveau-nés de trés petit poids de naissance, ceux
souffrant de certaines pathologies intestinales (atrésie intestinale, gastroschisis,
entérocolite nécrosante)(Christensen, Henry, Wiedmeier, Burnett, & Lambert, 2007) et
ceux avec retard de croissance intrautérin (RCIU) sont plus & risque (Baserga & Sola,
2004). Quelle est la cause de ces complications? L'étiologie est multifactorielle (Kaufman
et al., 2003). Parmi les causes connues, il y a la durée de la période de NPT, la tubulure et
le contenu de la solution de NPT.

Cai et al. ont démontré en utilisant une modéele de lapin nouveau-né, que plus
la durée de la NPT (de 3 & 10 jours) est longue, plus les altérations biologiques
(augmentation de la bilrubine directe) et les changements histologiques au niveau du
foie sont marqués. lls vont d'une inflammation portale (& 3 et 7 jours de NPT) jusqu'a une
cholestase et une stéatose hépatique (a 10 jours de NPT). Avec une durée croissante de
NPT, on refrouve davantage de cellules apoptofiques et la concentfration de
malondialdéhyde hépatique, reflet du stress oxydant, croit (Cai et al., 2006).

En passant dans la fubulure de polyvinylchloride (PVC), la NPT emporte des

composés de celle-ci qui sont infusés au nouveau-né (Loff, Subotic, Reinicke,
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Wischmann, & Brade, 2004). Le di-ethylhexyl-phthalate (DEHP) des tubulures est
responsable de changements histologiques au niveau du foie dans un modéle de lapin
recevant des quantités similaires de DEHP par alimentation parentérale que les nouveau-
nés sous NPT (Loff et al., 2007). Il pourrait donc contribuer d la toxicité hépatique induite
par la NPT.

La composition en acides aminés et le contenu calorique sont impliqués dans
les causes de complications hépatiques secondaires a la NPT (Kumpf, 2006). L'absence
de lipides dans la NPT chez le rat est associée a des paramétres de cytolyse et de
cholestase importants et a une infiltration graisseuse du foie suggérant une stéatose
(Oshita et al., 2004). Wu et al. ont montré que chez le lapin nouveau-né, I'ajout dans la
NPT de glutamine, précurseur du gluthation, réduit les indices de stress oxydant
hépatique (concentration hépatique de malondialdéhyde), diminue le taux d'apoptose
hépatocellulaire et prévient les changements cholestatiques (Wu, Hong, Cai, Tang, & Shi,
2007). Chez le lapin également, la perfusion de gluthation durant la NPT prévient les
changements biologiques et histologiques cholestatiques, diminue l'index d'apoptose et
les indices de stress oxydant (mesuré par la concentration de malondialdéhyde) (Hong,
Wu, & Cai, 2007). Ces dernieres observations suggerent que le stress oxydant pourrait étre
impliqué dans la pathogénése des atteintes hépatiques reliées a la NPT. Ceci est

particulierement relevant puisque la NPT est une source de peroxydes.

1.2 L'exposition & la lumiére de la nutrition parentérale totale

L'exposition & la lumiere de la nutrition parentérale produit du peroxyde
d'hydrogéne ainsi que des peroxydes organiques qui représentent pour le nouveau-né,

un apport en oxydants pouvant résulter en un stress oxydant.

1.2.1 Les radicaux réactifs, équilibre redox et stress oxydant

Les dérivés réactifs de I'oxygéene (ROS) sont produits dans des conditions
normales, notamment par la respiration cellulaire mitochondriale et les défenses
antimicrobiennes leucocytaires. La voie de formation et de détoxification des radicaux
libres de I'oxygéne est présentée dans la figure 1. La réaction de Fenton se produit en
présence de métaux de transition comme le fer ou le cuivre et induit la transformation du
peroxyde d'hydrogéne (principal peroxyde formé lors de I'exposition d la lumiéere de la
NPT) en radical hydroxyle, hautement réactif (Chance, Sies, & Boveris, 1979). Le

glutathion joue un réle majeur de détoxification. Ainsi, en réponse d une augmentation
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des ROS, la voie d'oxydation du glutathion est favorisée et le pourcentage de glutathion
oxydé (GSSG) sur glutathion réduit (GSH) augmente. Le GSSG et le GSH forment donc un
couple redox dont les concentrations relatives sont un reflet de [I'équilibre
d'oxydoréduction cellulaire (Schafer & Buettner, 2001). Les dérivés réactifs de I'azote sont
formés a partir de la transformation de I'arginine en oxyde nitrique (NO) par I'enzyme
oxyde nitrique synthétase (NOS). Le NO peut étre converti en de nombreux réactifs
comme le peroxynitrite (NO37) ou I'anion nifroxyle NO-.

Les radicaux libres sont des messagers de voies métaboliques physiologiques
(Droge, 2002). lIs jouent un réle dans la transduction du signal de nombreux récepteurs
membranaires impliqués notamment dans la prolifération cellulaire (Boonstra & Post,
2004), le contréle de I'homéostase du glucose (Schmid, Hotz-Wagenblatt, Hacj, & Droge,
1999) ou les défenses immunitaires (Hehner et al., 2000; Davies, 1987). Il existe de
nombreuses situations dans lesquelles le status redox est directement impliqué dans la
régulation de voies de signalisation cellulaire. La réponse a I'insuline (Schmid, El, Galter,
Klein, & Droge, 1998), le devenir de cellules précurseurs (Noble, Smith, Power, & Mayer-
Proschel, 2003; Smith, Ladi, Mayer-Proschel, & Noble, 2000) et la fonction des cellules
immunitaires répondent directement & de petits changements du status redox.

Par contre, & des concentrations plus importantes, les radicaux libres deviennent
hautement toxiques et responsables de dommages cellulaires. De nombreuses protéines
sont dégradées, voient leur structure et leur fonction modifiées (Davies, 1987), des
mutations surviennent dans I'ADN et les lipides des membranes biologiques (Halliwell,

1994) sont peroxydés et voient leur fluidité et perméabilité altérée.

OH°
NAD(P)H oxydases
Superoxyde Fez+
(’ﬁ dismutase (SOD)
02 >

O Xanthine oxydase
H,0,

Semi- ublqumone
Glutathion
peroxydase Catalase
mitochondrie Glutathion
réductase v
GSSG « H:0

Figure 1 : La voie de formation et de détoxification des radicaux libres de I'oxygéne
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Tout est donc une question d'équilibre entre les molécules oxydantes et les
molécules antioxydantes. Lorsque la production de ROS est égale aux capacités de
détoxification du systéme antioxydant, les cellules sont dans un état stable.

Un déséquilibre peut survenir suite d une augmentation des molécules oxydantes
ou 4 la baisse des défenses antioxydantes enzymatiques et vitaminiques (cf. figure 2 ci-

dessous). Il se produit alors un stress oxydant.

Enzymatique:
® sob

® GPx
gz_o ®catalase,...

2 i} Non-enzymatique:
N 03 ® tocophérol (vit E)
N O ® Glutathion
OHO,"_ ® Vitamine C

® R-caroténe,...

Wy i i i
Oxydants Antioxydants

Figure 2 : Equilibre redox

De nombreuses cellules sont alors capables, grdce & des cascades de
signalisation sensibles au redox, d'induire la formation d'enzymes antioxydantes ou de
promouvoir le systéme de transport de la cystéine, précurseur du glutathion. Le but de
ces systemes est de tenter de retrouver la situation d'équilibre antérieure. Dans les cas ou
la production de ROS est augmentée de facon consistante et persistante, I'homéostasie
antérieure ne peut étre retrouvée et un équilibre déplacé vers des conditions plus
oxydantes lui fait place. La conséguence de ce nouvel équilibre est I'induction d'autres
voies de signalisation ou I'expression de génes différents dont I'exploration et les
conséqguences font I'objet d'une recherche intensive dont nous avons évoqué certains
aspects.

Une des difficultés rencontrée dans I'étude du stress oxydant est sa quantification.
Les radicaux libres sont réactifs, ont une demi-vie trés limitée. Leur dosage ne peut donc
pas étre effectué pour mesurer directement le stress oxydant. D'autres composés plus
stables, formés suite a la réaction des dérivés réactifs de I'azote ou de I'oxygéne avec

des molécules biologiques, sont utilisés comme mesure indirecte de I'importance du
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stress oxydant. Ainsi, les F2-isoprostanes et le 4-hydroxynonenal (HNE) (Meagher &
FitzGerald, 2000) sont des reflets de la peroxydation lipidique (Morrow, 2000).

Il est actuellement admis qu’'une augmentation chronique des ROS est présente
dans un grand nombre de maladies inflammatoires, auto-immunes ou de nombreuses
pathologies chroniques. Le stress oxydant joue un réle dans la pathogénese de
I'hypertension artérielle (Touyz & Schiffrin, 2004), du diabéte (Evans, Goldfine, Maddux, &
Grodsky, 2003) et de I'athérosclérose (Rosenson, 2004). Il est également impliqué dans les
atteintes hépatiques comme la cholestase (Jaeschke et al., 2002) ou la stéatose ainsi

que dans la fibrose et la cirrhose (Urtasun, Conde, & Nieto, 2008).

1.2.2 Le stress oxydant chez le nouveau-né

Les évenements liés a la grossesse, d la naissance et aux conditions cliniques du
nouveau-né déterminent l'importance du stress oxydant qu'il subit mais aussi la
susceptibilité a celui-ci.

La vulnérabilité de I'enfant prématuré au stress oxydant s'explique par deux
phénomeénes conjoints : I'immaturité de ses défenses antioxydantes (Lavoie & Chessex,
1997) et une augmentation de l'incidence des évenements |'exposant aux dérivés
réactifs de |'oxygéne. Effectivement, les enfants prématurés sont souvent issus de
grossesses compliquées qui les exposent d de nombreuses pathologies liées a une
augmentation du stress oxydant. Par exemple, les meres diabétiques de type | ou avec
un diabete gestationnel (Peuchant et al., 2004) et celles atteintes de prééclampsie
(Roberts & Lain, 2002) présentent, durant la grossesse, une augmentation des indices de
stress oxydant (Peuchant et al., 2004; Kamath, Rao, Raghothama, Rai, & Rao, 1998) qui
est retrouvée chez le nouveau-né a la naissance (Kamath et al., 1998; Arikan, Konukoglu,
Arikan, Akcay, & Davas, 2001). A la naissance, I'augmentation de la pression partielle
d'oxygéne induit un stress oxydant. De plus, lorsque le nouveau-né est réanimé avec
100% d'oxygéne (Vento et al., 2003) ou que son état clinique rend nécessaire une
oxygénothérapie, le stress oxydant généré est encore plus important. L'inflammation ainsi
que les infections généerent, elles aussi, des radicaux libres. Toutes ces conditions cliniques
sont fréquentes chez les enfants prématurés et les enfants a terme hospitalisés.

Les radicaux libres ont été impliqués dans de nombreuses pathologies
néonatales comme la dysplasie bronchopulmonaire (Ogihara et al, 1999), la
rétinopathie du prématuré ou I'entérocolite nécrosante (Saugstad, 2001). Les indices de
peroxydation qu'ils induisent ont d'ailleurs pu étre corrélés avec le pronostic chez les

enfants de trés petit poids de naissance (Pitkanen, Hallman, & Andersson, 1990).
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Les événements prénataux et postnataux déterminent donc I'exposition du
nouveau-né au stress oxydant. Dans les unités de soins néonataux, la NPT est une source

additionnelle de stress oxydant ayant un impact sur la santé des nouveau-nés.

1.2.3 Le contenu en peroxydes de la NPT

Le recours & la nutrition parentérale est trés fréquent en néonatologie. Les
nutriments administrés varient en fonction de la durée d’infusion, de I'adge gestationnel et
de la condition clinigue du nouveau-né.

Les solutions contenant électrolytes, dextrose et acides aminés ont une charge en
peroxydes faible et ne sont pas sensibles & I'effet de la lumiére. En néonatologie, des
émulsions lipidiques (intralipides) sont ajoutées dés les premiers jours de NPT dans le but
d'augmenter le contenu énergétique et d'administrer des acides gras essentiels
nécessaires au développement cérébral et & la croissance (Krohn & Koletzko, 2006).
L'ajout de ces intralipides a une solution de glucose et d'acides aminés (Lavoie,
Belanger, Spalinger, & Chessex, 1997) a pour effet de fripler le contenu en peroxydes.
Des peroxydes lipidiques sont retrouvés dans les solution d'intralipides (Helbock, Motchnik,
& Ames, 1993). L'agjout de préparations multivitaminées (MVP) & la NPT mene
immédiatement & une augmentation de la concentration en peroxydes in vitro. De plus,
une solution de NPT & laguelle on ajoute une préparation multivitaminée devient sensible
a la lumiére. La riboflavine photosensibilisée catalyse le transfert d'électrons entre un
donneur comme la vitamine C, des acides aminés ou des lipides et I'oxygéne dissout,
produisant du peroxyde d'hydrogéne (Laborie, Lavoie, & Chessex, 1998). En trois heures
d'exposition & la lumiére ambiante, ce qui est de regle en clinique, le contenu en
peroxydes augmente de maniére trés importante (Lavoie et al., 1997). La concentration
de peroxydes générée par l'exposition a la lumiére augmente avec la quantité relative
de préparation multivitaminée présente dans la NPT (Lavoie et al., 1997). Ceci a une
implication clinique importante car, lors du sevrage de la NPT, le débit de la préparation
multivitaminée n'est habituellement pas réduit en conséquence. Ceci augmente donc la
proportion de multivitamines dans la NPT et la quantité de peroxydes produite par
I'exposition lumineuse croit en conséquence. Le peroxyde d'hydrogene représente prés
de 90% des dérivés réactifs induits par la NPT (Helbock et al., 1993), le reste est composé
de peroxydes organiques (Laborie et al., 1998). Certains des peroxydes organiques
formés ont un réle biologique. Nous en traiterons ultérieurement.

De plus, I'exposition a la lumiére de la NPT réduit la concentration en vitamines

antioxydantes et par conséquent les défenses antioxydantes du nouveau-né (Lavoie,
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Chessex, Rouleau, Migneault, & Comte, 2004; Haas, Genzel-Boroviczeny, & Koletzko,
2002).

Les deux principales sources de lumiére dans les unités de néonatologie sont la
lumiére ambiante et la lumiere de la photothérapie (qui sert a traiter l'ictere néonatal a
bilirubine non conjuguée). La lumiere a un effet sur la quantité de peroxyde formée dans
le sac et aussi lors du passage de la solution dans la fubulure, reliant le sac de NPT au
nouveau-né. Y a-t-il moyen de diminuer la quantité de peroxydes formée?2 En recouvrant
le sac de la NPT avec une protection opaque et en utilisant une tubulure empéchant le
passage de la lumiere visible, il est possible de réduire de moitié la quantité de peroxyde
infusée aux enfants (Lavoie et al., 1997). Mais la protection de la lumiére a-t-elle un effet

sur la santé des nouveau-nése

1.2.4 Les conséquences cliniques délétéres de I'exposition de la NPT a la lumiére a court
terme

Lors de la découverte de l'effet de la lumiere sur les solutions de NPT, les
pathologies qui étaient imputées A la NPT, ont été réétudiées pour déterminer le réle de
I'exposition d la lumiere ambiante dans leur pathogenése.

Le fait que l'on retrouve des peroxydes dans les urines des enfants prématurés
recevant de la NPT exposée d la lumiére (Laborie, Lavoie, & Chessex, 2000) suggére que
leurs capacités antioxydantes sont dépassées. Chez des cochons d'Inde ayant recu de
la NPT du 3¢ au 7¢ jour de vie, il existe une corrélation exponentielle entre le status redox
hépatique au 7¢ jour et les concentrations de peroxydes infusées (Lavoie et al., 2005)
sans évidence de cytolyse.

La cholestase hépatique est une complication redoutée de la NPT. Le stress
oxydant et les peroxydes générés par I'exposition a la lumiere de la NPT ne semblent pas
responsables de I'apparition de cette pathologie (Lavoie et al., 2005; Weinberger et al.,
2002; Belli, Albrecht, La Scala, Desjeux, & Pelissier, 2003). Chez le cochon d'Inde, le flux
bilicire qui est un déterminant de la cholestase n'est pas influencé par le contenu en
peroxyde de la NPT. Ceci suggére que l'exposition a la lumiére de la NPT n'est pas
responsable de la cholestase (Lavoie et al., 2005).

Chessex et al s'est intéressé a l'effet de la photoprotection de la NPT sur la
dysplasie bronchopulmonaire (définie par la dépendance a l'oxygéne d plus de 36
semaines d'@ge gestationnel corrigé) ainsi que sur la mort. Cette étude a été effectuée
sur une cohorte de 77 nouveau-nés prématurés ayant recu de la NPT au moins jusqu'd J7
(Chessex, Harrison, Khashu, & Lavoie, 2007) . 39 ont recu de la NPT exposée a la lumiere

(EL), c'est & dire dont le sac et la tubulure sont dans du matériel transparent et 38 ont
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recu de la NPT protégée de la lumiere (PL) c'est & dire que le sac et la tubulure sont
recouverts d'un matériel opaque. Dans le groupe NPT EL, 3 enfants sont décédés alors
que dans le groupe LP un déces a eu lieu. Cette étude préliminaire suggére que la
protection de la lumiére permet de diminuer le risque relatif de dysplasie broncho-
pulmonaire et de mort de 30%. Cependant le nombre d'enfant étudié ne permet pas
d'atteindre le seuil de signification mais la probabilité que cette diminution de risque se
confirme est de plus de 80%. Au moins 300 sujetfs seraient requis pour prouver avec une
probabilité de plus de 95% que la photoprotection est nécessaire. Si ces observations
sont confirmées par une étude randomisée controlée, elles pourraient mener a des
recommandations cliniques pour la protection de la lumiére de la NPT. Les données
animales appuient les études humaines puisque chez le cochon d'Inde, on observe une
réduction de I'alvéolisation, des indices de préfibrose ainsi qu'une augmentation du taux
d'apoptose suite a I'exposition de la NPT a la lumiere durant la premiére semaine de vie
(Lavoie, Rouleau, & Chessex, 2004; Lavoie, Rouleau, Gagnon, & Chessex, 2002). Un des
peroxydes organique formé dans la NPT lors de I'exposition & la lumiere serait
responsable de cet effet (Lavoie et al., 2004).

La pression systolique est Iégérement mais significativement supérieure chez les
filles prématurées (Chessex et al., 2009) qui recoivent de la NPT exposée a la lumiére. Les
conséqguences cliniques de cette observation restent a évaluer.

La tolérance & l'alimentation entérale durant la premiére semaine de vie est
améliorée par la protection de la NPT de la lumiére. Autant les volumes totaux tolérés
que l'augmentation quotidienne (en ml/kg/jour) de l'alimentatfion entérale sont plus
importants dans le groupe de prématurés dont la NPT est protégée de la lumiere
comparé d un groupe dont la NPT est exposée a la lumiére (Khashu et al., 2006). Sachant
que la nutrition précoce chez I'enfant prématuré réduit le temps nécessaire pour
atteindre une dlimentation entérale compléte, améliore la croissance et le
développement de l'enfant, les conséquences potentielles d long terme de cette
observation sont importantes. Cependant, sa durée restreinte a la premiére semaine de
vie et l'absence de suivi d plus long terme nécessite des études subséquentes avant de
pouvoir évaluer limpact de cette observation.

L'exposition a la lumiéere de la NPT pourrait cependant avoir des effets
bénéfiques. Le peroxyde d’hydrogene possede un effet bactériostatique (Hyslop et al.,
1995) et est retrouvé en quantité supérieure dans le groupe NPT EL. On sait que des
mécanismes de détoxification des dérivés réactifs de I'oxygene (ROS) sont présents chez
les bactéries et sont induits par des niveaux faibles de ROS. Leur présence suggére qu'ils

sont nécessaires A la survie des espéces bactériennes aérobies (Mongkolsuk & Helmann,
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2002) et que les peroxydes leur sont nocifs. On doit donc envisager que I'exposition a la
lumiére de la NPT, en augmentant les concentrations de peroxydes, possede une activité
protectrice en jouant un réle antibactérien. Ces affirmations sont hypothétiques mais
elles mettent en évidence le fait que des études portant sur I'entier des aspects reliés a la
santé des nouveau-nés sont nécessaires avant de changer la pratique clinique. Les
données actuelles ne sont pas suffisantes pour conclure & la supériorité d'un mode

d'administration par rapport a un autre.

1.2.5 Les conséquences & court terme de I'exposition de la NPT a la lumiére sur le
métabolisme lipidique

Les lipides constituent la principale réserve énergétique de I'organisme. lls sont
stockés sous forme de triglycérides (TG) dans les cellules adipeuses. La premiére étape
de la synthése des acides gras qui est aussi I'étape limitante est la carboxylation d'un
acétyl CoA en malonyl CoA, par I'acétylCoA carboxylase (ACC) qui a lieu dans le foie.
L'ACC est régulée par la protéine kinase AMP dépendante (AMPK). Elle est activée par
I'AMP et inhibée par I'ATP. Lorsque le rapport AMP/ATP augmente, I'AMPK est stimulée,
elle phosphoryle donc I'ACC qui est inactivée. Au contraire, lorsque I' ATP est abondant,
des réserves énergétiques sont formées car I'AMPK est inhibée et I'ACC est par
conséqguent activée (cf figure 3 ci-dessous). Les VLDL permettent l'apport de TG et de
cholestérol du foie aux tissus. La TGH catalyse une étape limitante de leur synthése, elle
hydrolyse les TG et permet leur incorporation dans les VLDL. Pour répondre aux besoins
énergétiques de l'organisme, les réserves de TG hépatique et des tissus adipeux sont
mobilisées. La lipase des tissus adipeux scinde les TG en glycérol et en acides gras libres
(AG). Les AG sont captés par les tissus et servent de source d'énergie.

A court terme, I'exposition & la lumiére de la NPT est associée & une stéatose
hépatique et & une augmentation du contenu en triglycérides (TG) hépatiques (cf figure
3 ci-dessous). L'exposition d la lumiére de la NPT induit, dans un groupe de nouveau-nés
prématurés de 28t1 semaines d'ége gestationnel, une augmentation du taux de TG
sanguins qui s'amplifie avec I'dge postnatal (Khashu, Harrison, Lalari, Lavoie, & Chessex,
2008). En utilisant le modéle de cochon d’'Inde, il a été mis en évidence que les produits
de la photooxidation formés lors de I'exposition & la lumiére augmentent I'activité de
I'acetylCoA carboxylase (ACC) et de la triacylglycérol hydrolase (TGH). LACC est
stimulée par I'exposition a la lumiére (NPT contenant 1% de solution multivitaminée). Nos
études tendent & montrer que, durant la période d'infusion de la NPT, les peroxydes ainsi
que des substances dérivées des multivitamines sont impliquées dans I'activation de

I'ACC, stimulant ainsi la lipogenése. L'ACC renseigne donc sur le taux de lipogenéese de
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novo. Des études au laboratoire ont montré que la TGH est induite par I'exposition a la
lumiére de la NTP mais ne réagit pas da la présence de peroxydes en absence de
multivitamines. Nous pensons donc que la TGH est induite par un composé résultant de
I'interaction des peroxydes et de la solution multivitaminée. L'activité de la TGH correle
avec le taux de TG plasmatiques suggérant une implication directe de cette enzyme
dans les changements de triglycérides plasmatiques observés dans le groupe d'enfant
prématurés. On sait par ailleurs que I'ascorbylperoxide, composé dérivé de I'interaction
de la solution multivitaminée avec la lumiére induit également I'activation de I'acétyl
CoA carboxylase (Knafo, Chessex, Rouleau, & Lavoie, 2005).

Le réle précis dévolu aux différents composés de la NPT dans les changements
de métabolisme lipidique observés suite a I'exposition d la lumiére de la NPT sont en

cours d'investigation.
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Figure 3 : Voie métabolique investiguée pour les effets durant I'infusion de NPT

Les fleches rouges indiquent les réactions enzymatiques stimulées par I'exposition a la
lumiére et les substrats dont la concentration est augmentée sont indiqués en rouge. Les
fleches noires en traits continus indiquent les étapes enzymatiques complétes, celles en

traits discontinus les étapes simplifiées.
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GK: glucokinase, ACC: acétylCoA carboxylase, AMPK: protéine kinase AMP
dépendante, DG: diacylglycérol, TGH: triacylglycérol hydrolase,

Ces changements métaboliques n'ont, pour I'instant, été étudiés qu'a court
terme, pendant la période d'infusion de la NPT. A notre connaissance, personne n'a
encore recherché la présence d'altération du métabolisme énergétique persistant &
distance d'une courte période d’'alimentation parentérale en début de la vie. La notion
étant maintenant admise que la nutrition et le stress oxydant en période néonatale
peuvent avoir un impact sur l'incidence de pathologies adultes, nous avons décidé de

rechercher les effets & long terme de la NPT.

1.3. La programmation des maladies de I'adulte

Il est actuellement admis que des événements se produisant in utero ou en
période néonatale entrainent des modifications développementales, métaboliques ou
comportementales a I'dge adulte. Ce concept a été décrit il y a plus de cent ans par
Spalding. Il avait alors observé que les oiseaux identificient comme étant leur mére le
premier objet animé qu'ils rencontraient (Spadling, 1873). Il montrait ainsi, pour la
premiére fois, I'influence a long terme d'un stimulus néonatal.

Ce concept s'est depuis, étendu aux influences des changements durant la
grossesse et la période postnatale sur I'apparition de maladies chroniques de I'adulte.
Suite aux études épidémiologiques rétrospectives de Barker (Barker, Winter, Osmond,
Margetts, & Simmonds, 1989; Barker, Eriksson, Forsen, & Osmond, 2002), reliant le poids de
naissance & |'apparition future des maladies cardio-vasculaires, est née, a la fin des
années 80, I'hypothese de I'origine foetale des maladies de I'adulte. Lucas a documenté
de maniére prospective le réle de la nutrition en période postnatale sur la
programmation des pathologies de I'adulte. Il a proposé ce terme qui, depuis, s'est
imposé dans la littérature médicale. De nombreuses études ont relié le poids de
naissance et d'autres mesures de la croissance prénatale avec |'apparition ultérieure,
d'hypertension artérielle (Barker, Bull, Osmond, & Simmonds, 1990; Law et al., 1993; Hales
et al., 1991), du diabéte de type 2 ou de la résistance a l'insuline (Hales et al., 1991;
McCance et al, 1994; Valdez, Athens, Thompson, Bradshaw, & Stern, 1994), de
dyslipidémies (Fall et al., 1992; Barker, Martyn, Osmond, Hales, & Fall, 1993), d'obésité
(Valdez et al., 1994; Forsen, Eriksson, Tuomilehto, Osmond, & Barker, 1999) et de maladies
coronariennes (Eriksson, Forsen, Tuomilehto, Osmond, & Barker, 2001; Stein et al., 1996;
Rich-Edwards et al., 1997; Singhal & Lucas, 2004).
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Ces pathologies sont retrouvés ensemble a I'dge adulte plus souvent que le
hasard ne le laisserait supposer et sont regroupés sous le terme de syndrome
métabolique (SM). Cette observation impose le concept d'une origine pathogénique
commune et d'interactions. Les désordres métaboliques du SM sont étroitement liés au
métabolisme énergétique ainsi qu’'au métabolisme lipidigue.

Les études rétrospectives effectuées surles individus dont les meéeres ont été
exposées a la famine durant différentes périodes de la grossesse sont d'un grand intérét.
Ces études ont notamment mis en lumiére le fait que la programmation pouvait avoir
lieu sans que le poids de naissance ne soit affecté. L'effet futur de la sous-nutrition est lié
d la durée de celle-ci et d la période de la grossesse durant laguelle elle a lieu
(Roseboom et al., 2001). Il existe donc une fenétre de temps durant laquelle la
susceptibilité & I'atteinte est présente.

De nombreuses études animales sont venues renforcer la théorie de la
programmation foetale des maladies adulteset  ont permis I'étude de certains
mécanismes impliqués. Elles ont démontré que les manipulations des stades
préconceptionnels (Kwong, Wild, Roberts, Willis, & Fleming, 2000), embryonnaires, foetaux
et néonataux pouvaient mener & des altérations des fonctions métaboliques et
cardiovasculaires. La plupart de ces manipulations ont touché la diete, soit par une sous-
nutrition (Vickers, Breier, Cutfield, Hofman, & Gluckman, 2000), une diete pauvre en
protéines (Pladys et al., 2004) ou riche en lipides (Khan et al., 2003). L'étude des
conséguences d long terme d'une NPT en période néonatale n'a pas été rapportée

dans la littérature & ce jour.

1.3.1 Les mécanismes de la programmation développementale

Différentes hypothéses sont nées pour expliquer I'association entre les facteurs
de la vie fcetale et néonatale et I'apparition de pathologies chez I'enfant plus vieux et
I'adulte.

L'hypothése de la plasticité du phénotype explique cette association par les
influences environnementales sur la structure et la fonction & long terme. Par exemple, la
proportion de pancréas occupée par les ilots pancréatiques foetaux est corrélée
positivement avec le poids de naissance. Chez les enfants présentant un RCIU important,
cette proportion peut étre réduite de moitié, la fonction des cellules B les composant est
altérée et les niveaux d'insuline sont inférieurs. Ainsi des conditions in utero adverses
menant & un RCIU portent atteinte au développement et a la fonction du pancréas
endocrine (Fowden & Hil, 2001). Différentes études se sont intéressées a la

programmation hépatique par la diete. Chez des portées de rat allaités durant 21 jours
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dont le nombre de bébé est réduit ou augmenté, la sous-nutrition ou la surnutrition qui
s'en suit méne & des changements pondéraux et des enzymes hépatiques qui persistent
d 20 semaines de vie. Chez les portées de rats surnutris, la proportion de tissu adipeux est
augmentée et les enzymes hépatiques de la lipogenese montrent une activité plus
importante a 20 semaines de vie. Ces observations suggerent une augmentation de la
capacité de synthese lipidique par le foie induite par des changements d'apports
alimentaire en période néonatale (Duff & Snell, 1982). Chez des rats issus de portées dont
la mére a recu une diete faible en protéines, les enzymes hépatiques montrent des
changements enzymatiques a long terme en faveur de la gluconéogenese (Desai et al.,
1997). Les changements enzymatiques induits par des variations de la diete suggerent
que les enzymes puissent étre induites de facon différente en raison de leur localisation
cellulaire au sein du lobule hépatique (différentiation des cellules de la zone périportale
par rapport a celles localisées dans la zone périveineuse) (Desai & Hales, 1997; Desai et
al., 1997). Dans le foie de rats issus d'une mére ayant recu une diete faible en protéines in
utero, la quantité de glucose formée suite d une infusion de lactate est augmentée.
Cette différence est secondaire au fait que le glucose formé dans la région périportale
n'est pas capté en région périveineuse comme c’est le cas dans le groupe contréle (rat
nourri avec une diéte avec une quantité standard de protéines (20%)). Des
changements histologiques sous forme d'une augmentation de la taille des lobules
hépatiques sont également retrouvés dans le groupe avec diete maternelle restreinte en
protéines (Burns et al., 1997). Donc ces données suggéerent que des changements de
différentiation des hépatocytes pourraient étre responsables d'une altération des
métabolismes glucidiques et lipidiques (Desai, Crowther, Ozanne, Lucas, & Hales, 1995).

Les interactions entre les génes et I'environnement durant la période du
développement conditionnent I'équilibore métabolique futur (Eriksson et al., 2002). Par
exemple, les individus avec polymorphisme Prol12Pro du géne PPAR-y, un récepteur
nucléaire qui module I'expression de nombreux génes dont des génes impliqués dans le
métabolisme glucidique et lipidique présentent une résistance a l'insuline qui ne se
manifeste que si leur poids de naissance est bas.

Des changements épigénétiques sont induits par des stimulis néonataux et
menent & des changements endocriniens persistants. Un bel exemple de ces
mécanismes est donné par le comportement des meres rates durant la période
néonatale (Weaver et al., 2004). Les rats dont la mére a davantage présenté des
comportements de toilettage et de léchage ainsi qu'une proximité avec des contacts
physiques rapprochés ont une réponse au stress du systéme cortico-surrénalien a I'age

adulte diminuée. Cette réponse diminuée s'explique par une expression du récepteur
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aux glucocorticoides (GR) au niveau hypothalamique augmentée. Lorsque le
comportement maternel est davantage axé sur les soins et la proximité il y a une
diminution de la méthylation de I'exon codant pour la séquence promotrice du géne du
récepteur GR durant la premiere semaine de vie et une augmentation de I'acéthylation
des histones qui résulte en une augmentation du nombre de récepteur GR au niveau
hypothalamique. Le nombre de récepteur chez les animaux ayant recu peu de soins de
proximité de leur mére peut étre restauré suite a un traitement intracérébro-ventriculaire
par TSA qui permet a la fois d'acétyler les histones et de deméthyler la séquence
promotrice du géne GR. Ceci résulte en une réponse au stress du systeme cortico-
surrénalien qui devient comparable aux animaux ayant eu des soins de proximité avec
leur mére. Ce concept de réversibilité des mécanismes programmés pourrait avoir des
retentissements cliniques importants s'ils pouvaient étre applicables & la programmation
des maladies de I'adulte.

Le « phénotype économique », est une théorie permettant d'expliquer la raison
pour laquelle I'environnement prénatal méne & une modification permanente du
métabolisme (Simmons, 2005). Une adaptation se fait a I'environnement prénatal sous
forme de changements enzymatiques et de différentiation ftissulaire permettant &
I'organisme d'atteindre un équiliore dans les conditions qui lui sont imposées. Dans les
conditions oU ce milieu infrautérin est semblable & ce qui est rencontré dans la vie
extrautérine, cette adaptation précoce est avantageuse. Cependant, lorsqu'il y a une
différence entre les conditions infra et extrautérines pour ce qui est de la richesse
calorigue ou du contenu de I'alimentation, cette adaptation devient néfaste. Le risque
de développer le diabéete de type 2 et le syndrome métabolique est alors renforcé par la
disparité entre les apports nutritionnels pré et postnataux. Dans la société actuelle, les
habitudes alimentaires tendent vers I'excés, |'activité physique suit le courant inverse
menant a une disparité toujours plus marquée entre les mécanismes programmeés et la

réalité renconftrée.

1.3.2 La croissance accélérée et la nutrition postnatale

La croissance accélérée se définit par une vélocité de croissance supérieure a
la moyenne pour I'adge et le sexe. On retrouve dans la littérature des données suggérant
qu'une croissance augmentée durant les premieres années de vie chez des individus de
petit poids de naissance peut augmenter le risque de maladies cardio-vasculaires d long
terme (Singhal, Cole, & Lucas, 2001; Singhal, Cole, Fewtrell, & Lucas, 2004; Singhal et al.,
2002; Singhal, Fewtrell, Cole, & Lucas, 2003). L'évolution de la croissance dans I'enfance

détermine le risque cardio-vasculaire chez I'adulte (Forsen et al., 1999; Forsen, Osmond,
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Eriksson, & Barker, 2004). Une étude rétrospective chez la population finlandaise a
déterminé, sur une cohorte de 4630 hommes, le risque de développer une maladie
coronarienne en fonction du poids de naissance et de la croissance dans l'enfance
(Eriksson et al., 2001). Elle montre qu'une croissance pondérale et du BMI plus
importante, indépendamment du poids de naissance, était associée da un risque
augmenté de maladie coronarienne. Les hommes ayant développé une maladie
coronarienne étaient de petit poids a la naissance et avant un an puis présentaient une
accélération de la croissance pondérale et du BMI dans I'enfance. Deux études similaires
ont été menées chez des femmes dans cette méme population (Forsen et al., 1999;
Forsen et al., 2004). Un poids de naissance plus petit et une croissance accélérée dans
l'enfance (aprés 4 ans) ont été identifiés comme étant des facteurs de risque du
développement de maladies coronariennes. Une étude récente (Salonen et al., 2009)
s'est intéressée a relier la croissance dans l'enfance avec le risque de syndrome
métabolique dans une cohorte de 588 adultes de poids normal (BMI<25 kg/m?2). Elle
démontre que, chez les hommes, une augmentation du BMI dans la petite enfance (de
la naissance a I'dge de 2 ans) était associée A un risque réduit de syndrome
métaboliqgue. Chez une population d'adultes obeéses, un gain de poids et de BMI
augmenté dans la petite enfance (jusqu'd deux ans) et dans I'enfance (de 2 & 7ans) est
associé a une diminution du risque de syndrome métabolique & I'Gdge adulte (Salonen et
al., 2009).

L'environnement postnatal joue également un réle dans la programmation des
maladies de I'adulte. La tension artérielle (Singhal et al., 2001), la résistance a I'insuline
(Singhal, Fewtrell, Cole, & Lucas, 2003), le profil lipidique (Singhal et al., 2004) et I'obésité
(Singhal et al., 2002) sont influencés par I'alimentation postnatale. L'alimentation par le
lait maternel aurait un rdle protecteur pour les principaux facteurs de risque

cardiovasculaires ainsi que pour le syndrome métabolique.

1.3.3 Programmation par le stress oxydant

Un réle important pourrait étre attribuable aux effets du stress oxydant durant la
période clef du développement (Luo et al., 2006). Tel que mentionné précédemment, le
stress oxydant est augmenté chez les enfants nés de mere présentant des pathologies de
la grossesse prédisposant a la prématurité.

Le stress oxydant est également impliqué dans la pathogénese des facteurs de
risques cardiovasculaires de I'adulte (Block et al., 2002). On connait I'implication des ROS

dans les métabolismes lipidiques et glucidiques (Heffetz, Rutter, & Zick, 1992), dans les
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pathologies hépatiques (Urtasun et al., 2008; Jaeschke et al., 2002) ainsi que dans les
mécanismes vasculaires régulant la tension artérielle (Touyz & Schiffrin, 2004).

L'implication du stress oxydant dans le continuum du développement et dans
les pathologies de I'adulte a fait naitre I'idée qu'il pourrait étre responsable de I'apparition
des pathologies programmées de l'adulte. || demeure difficile de déterminer si la
présence du stress oxydant est primaire ou secondaire. L'infusion de peroxydes par la NPT
est d'un grand intérét car elle permet de tester I'effet du stress oxydant et son implication

primaire dans la genése de modifications métaboliques d long terme.



2. Objectifs et Hypothese

Nous avons vu que les conditions périnatales peuvent avoir des conségquences sur
la santé future des nouveau-nés. Les prématurés recoivent de la nutrition parentérale
dont lI'exposition a la lumiére induit la formation de peroxydes. Nous émettons I'hypothése
que des changements métaboliques chez l'adulte peuvent étre induits par une
alimentation parentérale donnée en période néonatale et que ces changements seront

maijorés si la NPT est exposée d la lumiére.

Afin de valider cette hypothése, nos objectifs sont:

1. Rechercher la présence d'un changement du métabolisme lipidique et
glucidique sanguin et hépatique chez l'adulte suite a I'administration de NPT

exposée ou non 4 la lumiere en période néonatale.

2. Comparer les changements des métabolismes des glucides et lipides entre les
groupes sous dadlimentation parentérale totale avec un groupe nourri

exclusivement par voie entérale.



3. Matériel et méthodes

3.1 Le cochon d’'Inde comme modéle

Le cochon d'Inde et I'étre humain sont dépendants de la vitamine C car ils sont
incapables de la synthétiser (Sauberlich, 1994; Turley, West, & Horton, 1976). Cette
caractéristique commune est essentielle lorsqu'il s’agit d'étudier des mécanismes
touchant au potentiel oxydant car la vitamine C est une molécule jouant un réle clef
dans I'équiliore oxydant. L'absence de ce systéme antioxydant dans les deux espéces
permet donc de réduire la possibilité d'un biais. Une autre caractéristique commune aux
deux especes est gu'en période néonatale, leur systéme du glutathion, autre
antioxydant ubiquitaire, est immature (Rickett & Kelly, 1990).

Un autre atout du cochon d'Inde est son métabolisme des acides gras qui
présente de nombreuses similarités avec celui des étres humains (Fernandez, 2001). Cette
particularité en fait un modéle approprié pour I'étude de leur métabolisme.

A cela s’ajoute le fait que la possibilité d'induire des changements métaboliques
d long terme a été démontrée chez cette espéce (Kind, Simonetta, Clifton, Robinson, &
Owens, 2002; Kind et al., 2003; Kind et al., 1999) ce qui est particulierement important

dans le cadre de notre étude.

3.2 Les animaux

Des cochons d'Inde ont été utilisés en accord avec un protocole approuvé par le
comité institutionnel de bonnes pratiques animales en recherche (CIBPAR) de I'hopital
Sainte-Justine édifié sur la base des principes du conseil canadien de protection des
animaux.

Des cochons d'Inde Hartley (laboratoire Charles River, St-Constant, Québec,
Canada) recoivent de la nutrition parentérale totale (Dextrose 5% + NaCl 0,45% + acides
aminés 4,8g/kg/jour + lipides 3,8 g/kg/jour et 1% de préparation multivitaminée) du 3¢ au
7¢ jour de vie d un débit constant de 220 mi/kg/jour. Sous anesthésie intrapéritonéale de
kétamine et xylazine ainsi que de lidocdine topique, un cathéter est placé dans la veine
jugulaire externe (Luther Medical Products, Tustin, CA) et est extériorisé dans la région
scapulaire. Le contenu de la NPT est comparable & celui recu par les nouveau-nés dans
les unités de soins néonataux. Les cycles de lumiere et d'obscurité sont de 12 heures.

Les animaux sont divisés en trois groupes: deux groupes recoivent de la NPT et le

groupe confréle est nourri par voie entérale. Le premier groupe de NPT recoit une NPT
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exposée a la lumiere (groupe NPT EL)(n=6) et le second recoit une NPT dont le sac et la
tubulure sont protégés de la lumiére (groupe NPT PL)(n=6). Les solutions nutritives sont
protégées de la lumiere dés leur fabrication ce qui permet d'en réduire la charge en
peroxydes de pres de 3 fois (NPT EL: 169 +/- 5Tumol/L vs NPT PL: 48 +/- 28umol/L). Le
groupe contréle (n=4) est composé d’'animaux qui subissent la méme chirurgie que les
animaux des groupes NPT mais qui sont nourris par voie entérale exclusivement. lls ne

recoivent pas de perfusion.

Groupe avec NPT exposée ou non d la lumiére (NPT EL et PL)

Terjour Ter mois 2éme mois 3éme mois
I | | I
Jour 3-7 Alimentation entérale ad libitum
NPT EL vs PL

Groupe controle (Cirl):

Ter jour 1er mois 2eme mois 3eme mois

| | | I

Alimentation entérale ad libitum

Figure 4 : Protocole nutritionnel pour les groupes NPT et le groupe témoin

Au 7¢ jour de vie, la nutrition parentérale des groupes NPT est arrétée et les
animaux sont alors nourris ad libitum par voie entérale (High Fiber Guinea Pig Diet 2041,
Harlan Teklad Global, Wilmington, DE) avec la méme diete que le groupe contrdle. La
figure 4 décrit la séquence des évenements. Lors du début du protocole, 3 animaux des
groupes NPT sont morts (2 dans le groupe NPT PL et 1 dans le groupe NPT EL) lors de I'arrét
de la NPT. Par la suite, nous avons donc effectué une baisse par palier de la NPT (0.5 ml/h
durant 3 heures), accompagnée de l'initiation concomitante de la nutrition entérale
durant une période de trois heures ce qui a permis d'éviter d'autre décés.

Entre la 13¢ et la 14 semaine de vie, suite & un jelne de 12 heures, les animaux
sont sacrifiés. Cette période de sacrifice est choisie en fonction de la croissance des
cochons d'Inde. Elle est maximale durant le deuxieme mois de vie. Par la suite, a trois
mois de vie, cette vélocité de croissance diminue. La maturité sexuelle est acquise vers

deux & trois mois de vie. Si on extrapole & I'étre humain, bien que la comparaison ne
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puisse se faire directement, on peut supposer que cette période correspond d celle de
la fin de I'adolescence durant laquelle la courbe de vélocité de croissance s'infléchit.
Les cochons d'Inde sont anesthésiés avec un mélange d'isoflurane et d'air
ambiant et les carotides sont prélevées. Par la suite, ils sont sacrifiés par exsanguination
intfracardiaque. L'isoflurane est choisi en raison de la longueur de la procédure et de la
possibilité de le titrer pour obtenir la profondeur d'anesthésie désirée durant le temps
désiré. L'isoflurane s'utilise habituellement avec de I'oxygéne et non avec de I'air
ambiant comme nous I'avons fait. La raison de ce choix résulte du souci de ne pas
engendrer d’hyperoxygénation qui pourrait modifier I'équiliore redox que nous désirons

étudier.

3.3 Evolution du poids

Les cochons d'Inde sont pesés chagque mois.

3.4 Dosage des triglycérides et du cholestérol sanquin

Chaqgue mois a partir de la fin de la NPT, suite d un jeOne de 7h, une prise de sang
est effectuée dans la veine saphene externe pour la mesure du taux de triglycérides (TG)
et de cholestérol.

Les TG sont dosés par méthode colorimétrique enzymatique. Suite a I'nydrolyse
des TG en glycérol et en acides gras par une lipoprotéine lipase, le glycérol formé est
tfransformé en glycérol-3-phosphate puis oxydé en dihydroxyacétone-phosphate avec
formation d'eau oxygénée. En présence de peroxydases, I'eau oxygénée réagit avec
'amino-4-phénazone et le phénol avec formation d'un dérivé coloré rouge dont
l'absorbance est mesurée a 500nm. L'étalon utilisé est le standard de glycérol (Roche
#166588) auquelles les concentrations plasmatiques sont extrapolées.

Le dosage du cholestérol fait également appel d une méthode colorimétrique
enzymatique. Sous l'action de la cholestérol estérase, les esters de cholestérol sont
scindés en cholestérol libre et en acides gras. Puis le cholestérol est tfransformé en A4-
cholesténone et en eau oxygénée sous l'action de la cholestérol oxydase. La derniere
étape est similaire a celle du dosage des TG avec la formation d'un dérivé coloré rouge
formé par réaction avec I'eau oxygénée et dont lintensité de coloration est directement
proportionnelle d la concentration en cholestérol et est mesurée par photométrie a 500

nm en corrélant les valeurs & celles du sérum d'étalonnage (Roche C.f.a.s. #10759350).
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3.5 Dosage des triglycérides et du cholestérol hépatiques

La méthode de dosage des triglycérides et du cholestérol hépatiques fait appel
d la méme technique que celle décrite ci-dessus. Une étape supplémentaire est requise
pour extraire les lipides hépatiques. Nous commencons par effectuer un homogénat
avec du salin en dilution 1:3 dont nous prélevons 100 ul que nous adjoutons & 2 ml de
solution de Folch, consistant en un mélange de chloroforme et de méthanol (CHCls:
MeOH; 2 :1). Aprés une heure d'agitation continue, nous ajoutons 20% du volume total
en salin puis passons le mélange sur I'agitateur et le centrifugeons par la suite d 2900 RPM
durant 10 min. Nous aspirons ensuite la couche supérieure en suspension en prenant
garde de ne pas aspirer la couche solide intermédiaire. Nous prélevons ensuite la phase
inférieure et I'évaporons a sec, sous azote. Nous suspendons une seconde fois le résidu
dans la solution de Folch et y ajoutons 125ul de thesit (Polyethylene glycol dodecyl ether)
20% (Thesit, Fluka Chemika, Steinheim, Switzerland) dans du chloroforme. Nous évaporons
le tout & sec une seconde fois et suspendons le restant dans 1,25 ml d'eau. Le dosage
subséquent est effectué de la méme facon que décrit pour le dosage plasmatique des
TG et du cholestérol. Les valeurs de triglycérides et de cholestérol sont rapportées en
proportion de la quantité de protéines. Celles-ci sont dosées gréce a un kit de Bio-rad
(Bio-Rad Protein Assay de la compagnie Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, California US)

se basant sur la méthode de Bradford en utilisant le BSA comme étalon.

3.6 Métabolisme des glucides

Chague mois, la glycémie a jeun est mesurée par un test rapide par bandelettes (One
Touch®Ultra, LifeScan). La mesure du glucose fait appel a un processus électrochimique.
La glucose-oxydase catalyse I'oxydation du glucose en peroxyde d’hydrogene et en
acide gluconique. Les électrons générés par la réaction produisent un courant électrique
qui est quantifié par des électrodes. Ce courant est proportionnel & la concentration de
glucose dans I'échantillon et est convertit en une valeur, en mM, qui est affichée sur le

moniteur.

3.7 Mesure du mouvement

Nous avons décidé de mesurer le mouvement dans le but de déterminer si des

groupes sont plus sédentaires que d'autres ou, en d'autres termes, si un mode
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d'alimentation néonatale a un effet a long terme sur les propensions de I'animal &
dépenser de I'énergie pour des activités physiques. Les animaux sont mis dans des cages
fransparentes séparées insérées dans un systéme de détection du mouvement composé
de 16 rayons infrarouges placés sur un méme axe (Digiscan DMicro Monitor Accuscan
Instruments, Inc., Columbus, Ohio). L'information résultant de la coupure d'un rayon est
fransmise & un module (Versamax Analyser, Accuscan Instruments, Columbus, Ohio USA)
relié a un ordinateur. Apres une période d'accoutumance de deux heures, durant
lesquelles I'animal est mis & I'abri de stimulations visuelles et sans nourriture, le
mouvement est enregistré sur une période de 4 heures. Les mesures sont séparées en
périodes distinctes de 10 minutes permettant par la suite une analyse temporelle des

résultats.

3.8 Mesure de l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique

3.8.1 L'activité de la TGH (Triacyl Glycérol Hydroxylase)

L'activité hépatique de la TGH est mesurée selon la méthode of Dolinsky et al
(Dolinsky, Douglas, Lehner, & Vance, 2004) par I'hydrolyse du 4-methylumbelliferyl
heptanoate (Sigma, Oakvill, On, Canada) en 4-methylumbelliferyl, composé fluorescent.

Environ 200 mg de foie sont homogénéisés dans un tampon d'homogénéisation
froid (10mM TRIS-HCI pH 7.4, 0.25 M sucrose, 2mM EDTA-Na2) et centrifugés a 1400 x g
durant 20 minutes & 4°C. Le surnageant est retiré et centrifugé & 12 000 x g durant 10
minutes puis conservé (Si). Le culot est & nouveau suspendu dans le tampon
d'homogénat puis centrifugé & nouveau a 12 000 x g durant 10 minutes (S2). S1 et Sz sont
combinés et centrifugés & 100 000 x g durant 1 heure. Le culot résultant est suspendu
dans 0,5 mL de tampon d'homogénéisation et conservé a -80°C jusqu'au dosage.
L'échantillon (10 ug protéine) est suspendu dans 1 mL de tampon de réaction (20mM Tris-
HCI pH 8.0, TmM EDTA-Na2, 300mM taurodeoxycholate). La réaction est initiée par I'ajout
du substrat 4-methylumbelliferyl heptanoate (1.25 uL d'une solution mere de 2 mM dans
tetrahydrofuran) et la cinétique est mesurée par fluorométrie (longueurs d'ondes
d'excitation de 355nm et d'émission de 460 nm). La lecture des échantillons s'effectue
toutes les minutes durant 10 minutes. Une courbe étalon de 4-methylumbelliferon sodium
(0.025 & 2.5 uM) est lue directement. L'activité est exprimée en nmol/min/mg de

protéine.
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3.8.2 L'activité de 'AMPK et de I'ACC (I'acétyl-CoA carboxlase)

Les échantillons sont préparés de facon similaire pour I'AMPK et 'ACC (Makinde,
Gamble, & Lopaschuk, 1997; Kudo, Barr, Barr, Desai, & Lopaschuk, 1995). Environ 200 mg
de foie sont homogénéisés dans un tampon d’homogénéisation froid (50mM Tris-HCI pH
7.5, 250mM mannitol, 50mM NaF, 5mM Sodium pyrophosphate, TmM EDTA, TmM EGTA,
ImM DTT, TmM PMSF, 4ug/ml inhibiteur de protéases, TmM benzamidine) et centrifugés &
14000 x g durant 20 minutes a 4°C. Le surnageant est préleve et dilué avec du PEG
(polyétylene glycol 8000) 25% (g/v) de maniére & obtenir une concentration finale de
PEG de 2.5%, incubé 10 min sur glace avec agitation et centrifugé & 10 000 x g durant 10
minutes a 4°C. Le surnageant est & nouveau prélevé, son volume est noté de maniére &
pouvoir en porter la concentration en PEG 8000 & 6% (en utilisant la solution concentrée
PEG 8000 & 25% et en tenant compte de la concentration de PEG de 2,5% déja présente
dans I'échantillon). Puis, il est incubé 10 min sur glace avec agitation et centrifugé a
10 000 x g durant 10 minutes a 4°C. Le culot est lavé avec le tampon d'homogénéisation
(Tml) contenant 6% de PEG puis centrifugé & 10 000 x g durant 10 minutes & 4°C. Par la
suite, le culot est suspendu dans 500ul de tampon de suspension (100mM Tris-HCIl pH 7.5,
50mM NaF, 5mM sodium pyrophosphate, TmM EDTA, TmM EGTA, TmM DTT, 4ug/ml
inhibiteur de protéases, 1mM benzamidine, 0.02% sodium azide (g/v), 10%glycérol (v/v))
et conservé & -80°C jusqu'au dosage.

La détermination de I'activité de I'AMPK (Makinde et al., 1997; Kudo et al,
1995)est basée sur I'incorporation de P32 (AT32P, 3 Ci/mmole, Amersham) dans un peptide
synthétique SAMS (HMRSAMSGLHLVKRR) (Synthese de peptide de I'est du Québec,
Québec, Canada) correspondant & la séquence de I'ACC phosphorylée par 'AMPK.
L'activité est exprimée en pmol de P32 incorporé dans SAMS/min/mg de protéine.
L'échantillon (4ug protéine) est préincubé 5 min & 30°C dans 20uL de tampon de
réaction (40mM HEPES-NaOH pH 7.0, 80 mM NaCl, 8%Glycérol (v/v), 0.8mM EDTA, 0.8mM
Dithiothreitol, 200uM SAMS, avec ou sans 200uM 5'-AMP comme activateur). La réaction
est initiée par l'ajout de 200uM d' [7-32P]ATP (500 dpm/pmol) /5mM MgClz  puis,
I'incubation s'opere pendant 5 minutes & 30°C (volume final de réaction 25 ul). L'arrét
de la réaction s'effectue par I'application de 15ul du milieu réactionnel sur un papier de
phosphocellulose de 1 cm?2 (P81 Whatman). Une fois séché, le papier est lavé a 4 reprises
dans 10ml d'une solution de 150mM H3PO4 pour 20 minutes et une fois dans I'acétone. La
radioactivité est mesurée aprés une période de séchage de 18 heures dans éml de
liguide a scintillation.

L'activité de I'ACC est mesurée par la fixation, sur l'acétyl-CoA, de Cl4-

bicarbonate (NaH™COs, 14 mCi/mmole, Sigma-Aldrich) et est exprimée en nmol de
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malonyl-CoA produit/min/mg de protéine (Makinde et al., 1997; Kudo et al., 1995).
L'échantillon (25ug de protéines) est préincubé 20 min & 37°C dans 162.5 uL de tampon
de réaction (60.6mM Tris acétate pH 7.5, Tmg/ml BSA, 1.3 uM 2-mercaptoethanol et 5mM
acétate de magnésium, 2.1 mM ATP et 1.1 mM acétyl-CoA, avec ou sans 100 mM
glutamate comme activateur). La réaction débute avec l'ajout du substrat 18.2 mM
NaHCOs-14C (1000 dpm/nmol) puis, I'incubation s'opéere pendant 5 minutes a 37°C
(volume final de réaction 167.5 ul). La réaction est arrétée par 'ajout de 25ul d'une
solution de 10% d'acide perchlorique (v/v), suivi d'une incubation a 4°C pendant 15
minutes. Le surnageant est obtenu par centrifugation a 1000 x g durant 20 minutes &
température piéce et séché sous la hotte durant une nuit. 4 mL de liquide a scintillation

sont ajoutés et la radioactivité est mesurée.

3.8.3 Dosage de l'activité de la Glucokinase

Hexokinase (bas Km; haute affinité) et glucokinase (haut Km; basse affinité) sont
présentes dans le foie. Cependant la glucokinase est majoritaire dans cet organe. Ces
deux enzymes catalysent la production de glucose-é-phosphate a partir du glucose. La
mesure de leurs activités est possible via la glucose-6-phosphate déshydrogénase qui
réduit le NADP lors de la transformation du glucose-é6-phosphate en  6-
phosphogluconate. La discrimination entre les deux enzymes est possible  par
soustraction de I'activité totale (GK + HK) & 100 mM glucose et I'activité de I'hexokinase
a 0.5mM de glucose.

Environ 200mg de foie sont homogénéisés dans un tampon d'homogénéisation
froid (100mM Tris-HCI pH 7.5, 5mM EDTA-Naz, 5mM MgCle, 150mM KCI, O,7ul/ml 2-
mercaptoéthanol) et centrifugés & 1 400 x g durant 20 minutes a 4°C. Le surnageant est
centrifugé a 12 000 x g durant 10 minutes & 4°C, puis conservé (S1). Le culot est suspendu
dans 0.5 mL de tampon d'homogénat et centrifugé a 12 000 x g durant 10 minutes & 4°C
(S2). S1 et S2 sont combinés et conservés & -80°C jusqu'au dosage. L'échantillon (200 ug
protéine) est incubé 1 heure & 30°C dans 3 mL (volume final) d'un tampon réactionnel
(100mM Tris-HCI pH 7.5, 5mM MgClz, 5mM ATP, 0.2mM NADP, 0.2U G-6-P déshydrogénase)
auquel sont ajoutées deux concentrations différentes de glucose 0.5 et 100 mM. La
réaction est initiée par I'ajout de I'échantillon. Un blanc de réaction est effectué en
remplacant les protéines par de I'eau. La production de NADPH (coefficient d'extinction
molaire de 6.22) est lue au spectrophotomeétre a 340 nm. L'activité enzymatique de la
GK exprimée en mole/min/mg protéine est quantifiée en soustrayant I'activité & 0.5mM

de glucose a celle & 100m.
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3.8.4 Dosage de l'activité de la Phosphofructokinase-1

La mesure de I'activité de la PFK-1 est possible via I'oxydation de 2 équivalents
NADH lors de la production d'un équivalent de fructose-1,6-P2 & 25°C.

Environ 200mg de foie sont homogénéisés dans un tampon d’homogénéisation
froid (50mM Triethanolamine pH 7.3, TmM EDTA-Naz2, 2mM MgClz, 15mM KFI, 3mM EGTA)
et centrifugés & 12 000 x g durant 2 minutes & 4°C. Le surnageant est centrifugé a 100 000
x g durant 10 minutes & 4°C, puis conservé d -80°C jusqu’au dosage. L'échantillon (300
ug protéine/10ul) est incubé dans 1 mL d'un tampon réactionnel (50mM Tris-HCI pH 8.0,
ImM Fructose-6-phosphate, 2mM MgClz, 0.16mM NADH, 2.5mM DTT, TmM EDTA, 5mM
(NH4)2504, 0.4 unité Aldolase, 2.4 unités Triose phosphate isomerase, 0.4 unité a-
glycerophosphate dehydrogenase) et une lecture de base est obtenue a 340nm
pendant 2 minutes. La réaction est initiée par I'ajout de TmM ATP (10ul) et la cinétique
obtenue sur 8 minutes. L'activité enzymatique de la PFK-1 exprimée en mole/min/mg
protéine est quantifiée par la production de NAD* (coefficient d’extinction molaire de
6.22).

3.9 Analyses statistiques

Les valeurs sont exprimées en moyenne +/- s.e.m. Toutes les comparaisons sont
orthogonales et sont analysées par ANOVA (témoin vs [sans vs avec protection contre la

lumiére ambiante]). Le seuil de signification est fixé & p<0,05.



4. Les Résultats
4.1 Le poids

Dans les groupes NPT, une perte de poids moyenne de 5.8%1.9% (p<0.05) est
enregistrée durant la période d'alimentation parentérale, alors que le groupe témoin n'a
pas perdu de poids.

Dés le premier mois, le groupe nourri par voie entérale montre une croissance
pondérale supérieure aux groupes NPT (p<0,01). Cette différence persistera jusqu’'a 3
mois. Au 3¢ mois, une différence se marque entre les groupes NPT. Le groupe PL montre

une croissance pondérale inférieure (p<0,01) au groupe EL (cf. Figure 5).

F 3
1.0 :
Ctrl )

0.8 - B il |
O []EL ‘
X 0.6 7
m —
O
S 0.4 -

0.2 1

0 T T |
Jour7 2 mois 3 mois

Figure 5 : Poids en fonction du temps apreés la naissance
En gris : groupe témoin (Ctrl) (n=4). En noir : groupe avec TPN protégée de Ia
lumiére (PL) (n=6). En blanc : groupe avec TPN exposée d la lumiére (EL) (n=6).
kk—

=p<0,01

4.2 Le nombre de mouvements par heure

Au Ter mois, le groupe témoin effectue moins de mouvement que le groupe PL.

Au 3eme mois, le groupe témoin montre un nombre de mouvements supérieur aux
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groupes NPT (p<0,01). Chez le groupe témoin, le nombre de mouvements augmente
avec I'ége, alors que chez les groupes NPT, on ne note pas cetfte tendance.
Au ler mois (p<0,05) et 3¢me mois (p<0,01), le groupe PL effectue un nombre de

mouvements supérieur au groupe EL (cf. Figure 6).
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Figure 6 : Nombre de mouvements par heure en fonction du temps
En gris : groupe témoin (Ctrl) (n=4). En noir : groupe avec NPT protégée de la lumiere (PL)
(n=6). En blanc : groupe avec NPT exposée a la lumiere (EL) (n=6). **=p<0,01.*=p<0,05.

4.3 Les triglycérides plasmatigues

Aucune différence n'est notée entre les groupes durant les Ter et 2éme mois. Au 3eme
mois, le groupe nourri par alimentation entérale exclusive montre un taux de TG
plasmatique supérieur aux groupes NPT (p<0,01). Aucune différence n'est notée entre les
groupes NPT (cf. Figure 7). Chez le groupe témoin, les TG augmentent & 3 mois alors qu'ils

restent stables chez les groupes NPT.
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Figure 7 : Triglycérides plasmatiqgues en fonction du temps aprés la naissance
En gris : groupe témoin (Ctrl) (n=4). En noir : groupe avec NPT protégée de la lumiere
(PL) (n=6). En blanc : groupe avec NPT exposée a la lumiere (EL) (n=6). **=p<0,01

4.4 Le cholestérol plasmatique

Dés le premier mois, le groupe nourri par voie entérale exclusive a un cholestérol
plasmatique plus élevé que les groupes NPT. Cette différence persiste durant les trois
mois étudiés (p<0,01). Le taux de cholestérol plasmatique est plus faible dans le groupe
PL par rapport au groupe EL uniquement au premier mois de vie (cf. Figure 8). Chez le
groupe témoin, le cholestérol plasmatique semble stable en fonction du temps. Chez le

groupe EL, il a tendance a diminuer et a tendance d augmenter dans le groupe PL.
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Figure 8 : Cholestérol plasmatique en fonction du temps aprés la naissance

En gris: groupe témoin (n=4). En noir : groupe avec NPT protégée de la lumiere (PL)
(n=5). En blanc : groupe avec NPT exposée d la lumiére (EL) (n=6). **=p<0,01. n.s = non

significatif

4.5 La glycémie

Du ler au 3¢me mois de vie, la glycémie est plus élevée dans le groupe nourri par

voie entérale exclusive (p<0,01) comparé aux groupes NPT (cf. Figure 9). La glycémie au

ler, 2¢me et 3¢me mois ne montre pas de différence entre les groupes NPT.
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Figure 9 : Glycémie plasmatique en fonction du temps aprés la naissance

En gris : groupe témoin (Ctrl) (n=4). En noir : groupe avec NPT protégée de la lumiere (PL)
(n=6). En blanc : groupe avec NPT exposée d la lumiére (EL) (n=6). **=p<0,01. n.s = non
significatif

4.6 Les triglycérides et le cholestérol hépatiques

A trois mois, les triglycérides hépatiques sont supérieurs dans le groupe nourri par
voie entérale exclusive comparé au groupe PL (p<0,01). Par contre, il n'y a pas de
différence entre le groupe témoin et le groupe EL. Le groupe PL a des triglycérides
hépatiques inférieurs & ceux du groupe EL.

Au 3¢me mois, le groupe témoin montre un taux de cholestérol hépatique supérieur aux
groupes NPT (p<0,01). Le groupe PL a un cholestérol hépatique inférieur au groupe EL
(p<0,05) (cf. Figure 10).
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Figure 10 : Triglycérides et cholestérol hépatiques a 3 mois

En gris : groupe témoin (Ctrl) (n=4). En noir : groupe avec NPT protégée de la lumiere (PL)
(n=5). En blanc : groupe avec NPT exposée d la lumiére (EL) (n=6). **=p<0,01.*=p<0,05. n.s
= non significatif

4.7 Les activités enzymatiques

Les activités de I'acétyl CoA carboxlase (ACC), de la phosphofructokinase (PFK),
AMPK basale sont augmentés chez le groupe témoin par rapport au groupe NPT
(p<0,01), seule I'activité de la glucokinase (GK) est diminuée (p<0,01). La seule différence
notée entre les groupes NPT est une activité inférieure de 'ACC dans le groupe PL par

rapport au groupe EL (p<0,01) (cf. Figure 11).
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Figure 11 : Activité des enzymes hépatiques & 3 mois

En gris : groupe témoin (Ctrl) (n=4). En noir : groupe avec NPT protégée de la lumiere (PL)
(n=5). En blanc : groupe avec NPT exposée a la lumiére (EL) (n=6). **=p<0,01.n.s= non
significatif




5. Discussion

Nos travaux permettent de confirmer notre hypothése selon laquelle le mode
d'administration de I'alimentation néonatale a des effets sur le métabolisme glucidique
et lipidique de I'adulte.

Nous discuterons d’abord de I'effet de la nutrition parentérale sur le métabolisme

d long terme puis de I'effet de la lumiére sur les solutions de NPT.

5.1 L'effet de la nutrition parentérale : Les groupes NPT comparés au groupe témoin

Notre étude est la premiere d démontrer que la NPT donnée durant une courte
période de la vie néonatale possede des effets & long terme sur la croissance et le
métabolisme énergétique.

Comparativement au groupe contréle (nourri par voie entérale), une diminution
de la croissance pondérale est observée chez les groupes NPT sans qu'il n'y ait
récupération & 3 mois. Cela s'accompagne d'une diminution de la glycémie & jeun, de
la concentration plasmatique de cholestérol pour les 3 premiers mois de vie et d'une
diminution des triglycérides au 3¢ mois de vie.

Notre étude montre qu'un poids plus important s‘accompagne d'une glycémie,
de TG et de cholestérol supérieur. Ces observations concordent avec ce qui a été décrit
dans des études populationnelles qui témoignent du réle déterminant du poids dans le
contréle des métabolismes lipidique et glucidique. Chez 629 adultes volontaires de 45 &
64 ans, l'influence du BMI (=poidstaille? utilisé comme une mesure du degré d'obésité) sur
la glycémie et le bilan lipidique a été déterminée (Devroey et al., 2004). Les TG et la
glycémie a jeun étaient plus élevés dans le groupe avec un BMI haut (>25 kgm?2) que
dans celui avec un BMI bas (<25 kg/m?). Une réduction du poids gréce a un régime faible
en calories et une augmentation de l'exercice physique chez 268 patients obéses a
permis de réduire en l'espace de trois semaines leur BMI de 4.1 % et de réduire la
glycémie et le cholestérol (de 14.9 et 16.7% respectivement)(Sartorio et al., 2001). Une
autre évidence du role déterminant du poids dans le contréle de la glycémie et du profil
lipidigue nous est donné par I'étude des patients obéses ayant eu recours & une chirurgie
bariatrique (Vila et al., 2009), c'est & dire une chirurgie intestinale induisant une

malabsorption et donc une perte pondérale secondaire. Une étude sur 115 patients
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avec obésité morbide (BMI>40 kg/m?2) a permis de metire en évidence que la perte
pondérale secondaire d l'intervention chirurgicale s'accompagne d'une diminution de la
glycémie d jeun, de linsulinémie (donc d'une réduction de la résistance a l'insuline) ainsi
qu'une baisse des TG et du cholestérol sanguin. Nos données concordent donc avec ce
qui est observé dans la littérature: le poids supérieur du groupe témoin peut expliquer
également les valeurs plus élevées de glycémie, TG et cholestérol.

Les resultats de notfre étude sont tres similaires aux observations faites sur des souris
et des rats dont I'apport calorique a été changé gréce a des manipulations du nombre
de bébés par portée durant la période néonatale. Peter Hahn et al (Hahn, 1984)ont
étudié des souris et des rats allaités (de J1 a J18) qui ont, dés le sevrage, été alimentés ad
libitum jusqu'a J300. Chez les animaux dont les portées ont été sous-nutries en
augmentant le nombre a 14 individus (portée normale : 7 bébés), on retrouve, a J300, un
cholestérol plasmatique et une insulinémie abaissées par rapport au groupe ou les
portées ont été réduites d 4 individus et qui ont donc été sur-nutries en période
d'allaitement. Aubert R et al (Aubert, Suquet, & Lemonnier, 1980) ont démontré gréce au
changement du nombre de souriceaux par portée (portée de 4 individus pour la
surnutrition, 9 pour groupe contréle et 20 pour la sousnutrition néonatale), que, suite a la
restriction calorique (dans les portées de 20 souriceaux) durant l'allaitement, persistaient
des changements métaboliqgue a long terme. La prise de poids est inversement
proportionnelle au nombre d'individus par portée, la différence apparait d 4 semaines et
se margue avec le temps (jusqu'd 24 semaines, moment ou les animaux sont sacrifiés). La
glycémie est comparable entre les groupes mais l'insulinémie est supérieure dans le
groupe avec surnutrition néonatale (portée de 4) et inférieure dans le groupe avec
sousnutrition néonatale (portée de 20). Les différences induites par une restriction
alimentaire néonatale concordent avec nos résultats. Les données rapportées dans la
littérature suggérent qu'une diminution de l'apport nutritionnel en période néonatale
puisse éfre tenu responsable des conségquences observées d long terme. Dans notre
étude, il y a plusieurs explications possibles. On sait d'une part que la période de
transition de la NPT & l'alimentation entérale a été difficile: au 7¢ jour, I'alimentation
infraveineuse est cessée dans les groupes NPT. A ce moment, les animaux doivent
apprendre & s'alimenter par la bouche. Cette transition est faite brusquement et ne
correspond pas & une situation observée en clinique ou la quantité d'alimentation orale
vs per os est quantifiée et oU un changement graduel vers I'alimentation entérale
permet d'éviter que les apports énergétiques ne diminuent. Les cochons d'Inde des
groupes NPT ont vécu de maniére difficile le passage a I'alimentation entérale comme

en témoigne la mortalité importante survenue lors de cette phase transitionnelle. Il est
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possible que les groupes NPT adient souffert de malnutrition durant cette phase de
transition. Une partie des différences notées entre le groupe témoin et les groupes NPT
représentent possiblement les conséquences a long terme d'un état de malnutrition.
Cette situation suggere que les animaux du groupe NPT puissent avoir eu un apport
calorigue restreint durant cette période de transition & cause d'un ajustement insuffisant
des apports caloriques. Une autre explication est que le groupe confrdle ait recu un
apport calorique supérieure au groupe NPT puisqu'il avait un accés ad libitum a
l'alimentation entérale ce qui n'était pas le cas du groupe NPT, dont 'apport énergétique
était fixe. Il se peut également qu'une altération de I'appétit ait été induite par la NPT ou
encore gu'elle soit responsable d'une malabsorption. L'explication selon laquelle des
différences d'apport calorique sont responsables des changements observés est d'autant
plus probable que les changements observés suite d une période de restriction
alimentaire néonatale sont similaires aux observations faites entre notre groupe témoin et
les groupes NPT. Pour déterminer le mécanisme impliqué, une quantification de la prise
alimentaire durant la premiere semaine de vie dans le groupe témoin doit étre effectuée
et comparée au contenu caloriqgue amené par la NPT. La prise alimentaire durant la
période de transition & J7 entre la NPT et I'alimentation entérale doit étre quantifiée de
maniére trés précise c'est d dire quotidiennement durant une semaine (de J7 & J14) et la
prise alimentaire doit étre soutenue. Une analyse des selles permettra d'exclure la
présence d'une malabsorption, toutefois moins probable.

Notre étude montre que tous les groupes présentent un gain pondéral en
fonction du temps. Le groupe témoin a une prise pondérale supérieure aux groupes NPT.
Le gain pondéral est déterminé par I'équiliore entre la prise alimentaire et les dépenses
énergétiques déterminée par le métabolisme (Gardner & Rhodes, 2009). Le niveau
d'activité physique (mesuré par le nombre de mouvements par heure) croit en fonction
du temps dans le groupe témoin alors qu'il diminue dans les groupes NPT. La différence
de poids observée entre les groupes n'est donc pas due au niveau d'activité physique et
donc d des dépenses énergétiques supérieures. Il a été démontré chez le rat par Oscai
et al. (Oscai & McGarr, 1978) que limportance de prise alimentaire durant la période
d'allaitement, comprenant les trois premiéres semaines de vie, déterminait sa prise
alimentaire spontanée et son gain pondéral jusqu'd I'dge adulte, moment ou sa
croissance se stabilisait (jusqu'a 58 semaines apres le sevrage). Grdce a des
manipulations du hombre d'animaux par portée (4 pour le groupe surnutri et 22 pour les
portées sousnutries), en alternant les périodes de restriction a la 1e, 2¢ ou 3¢ semaine
d'allaitement, ils a été démontré que chacune de ces périodes jouaient un role

significatif sur la prise alimentaire et pondérale future et ceci malgré le fait que l'entier
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des animaux ait acces des le sevrage, a de I'alimentation ad libitum. Lorsque les animaux
d'une portée ne sont soumis que durant une semaine da une restriction alimentaire, dans
une portée de 22 animaux, puis placés dans une portée de 4 animaux pour les deux
semaines d'allaitement restantes, ils présentent une prise alimentaire qui demeure
inférieure durant I'entier de la période étudiée, c'est a dire jusqu'a 58 semaines apres le
sevrage. Ces fravaux concordent avec notre étude qui démontre qu'une manipulation
de la prise alimentaire durant une courte période néonatale dans la premiére semaine
de vie induit des changements pondéraux persistants a long terme. Notre étude ne
permet pas de déterminer si les différences pondérales et métaboliques observées sont
uniguement secondaires a la différence du mode d'administration de l'alimentation en
période néonatale ou si elles sont dues a l'effet combiné d'un changement induit par ces
manipulations néonatales comme par exemple sur la quantité de calories consommées
ultérieurement.

Une étude parue en 2009 (Kappeler et al, 2009) montre que la nutrition
postnatale module I'axe somatotrope. Des souris dont I'apport alimentaire est réduit ou
augmenté durant les deux semaines d'allaitement suite d une manipulation du nombre
d'animaux par portée (10 dans le groupe avec sous-nutrition, 3 dans le groupe avec
suralimentation, 6 dans le groupe contréle) montrent une diminution ou une
augmentation de la prise pondérale et staturale respectivement en comparaison avec
le groupe contréle. Cette différence persiste jusqu'd 12 mois de vie et ne se normalise
pas malgré un acces, dés J 16 de vie, d l'alimentation ad libitum. Le niveau basal
dinsuline a 3 et 12 mois est abaissé dans le groupe avec restriction alimentaire et
augmenté dans le groupe suralimenté et le test d'hyperglycémie provoquée est altéré a
3 et 12 mois dans les deux groupes en comparaison avec le groupe coniréle. Le groupe
avec surnutrition montre des concentrations sanguines de cholestérol et TG supérieures
au groupe contrble alors que le groupe ayant été restreint a un cholestérol abaissé. La
restriction alimentaire s‘accompagne d'une baisse de la GH (hormone de croissance)
hypophysaire et de IIGF-1 plasmatique aqinsi que de I'ALS (protéine plasmatique
augmentant la demi-vie biologique de IlGF-1) a 3 mois et un an de vie. Linverse est
observé suite & une suralimentation. A J10, I'expression du GHRH est diminuée chez les
souris restreintes et augmentées chez les suralimentées. A J20 cette différence disparait
et les auteurs suggerent que le GHRH a induit une maturation et une prolifération des
cellules somatotropes responsables des effets a long terme observés sur l'axe
somatotropes. La GH, stimule la croissance et est hyperglycémiante (Behrman, Kliegman,
& Jenson, 2004). Ainsi, la croissance pondérale altérée notée dans les groupes NPT et la

glycémie & jeun diminuée pourrait étre secondaire d une altération de I'axe somatotrope
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avec diminution de IlGF-1 et de la GH. Pour valider ceci, la GH et I'GF-1 devront étre
mesurées.

Le groupe témoin montre une activité physique qui augmente en fonction du
temps alors que chez les groupes NPT, elle diminue, rendant la différence entre les
groupe témoin et NPT significative a 3 mois. Il n'y a que peu d'études qui démontrent que
I'activité physique puisse étre programmée par des manipulations néonatales. L'étude de
Vickers et al. publiée en 2003 (Vickers, Breier, McCarthy, & Gluckman, 2003) est la
premiére d mettre en évidence que des manipulations prénatales sont en mesure
d'induire un comportement sédentaire chez I'adulte. La programmation foetale par sous-
nutrition maternelle chez le rat (30% de ad libitum) durant la grossesse induit, & 14 mois de
vie, un comportement sédentaire chez les rats issus de ces portées indépendamment de
l'alimentation postnatale. Le comportement sédentaire est déja présent & J35 avant que
l'obésité ne devienne manifeste. Ces rats, comparés & un groupe contrdle, présentent
également une hyperphagie et une prise de poids supérieure. Notre étude est donc une
des rares a s'étre intéressée au domaine de la programmation du comportement lié &
l'activité physique.

Chez le groupe témoin, les concentrations sanguines et hépatiques de TG et de
cholestérol sont supérieures a celle des groupes NPT (sauf pour les TG hépatiques qui ne
montrent pas de différence entre le groupe témoin et NPT LE). Il est bien démontré qu'il
existe une corrélation entre le niveau de LDN et la sécrétion de VLDL (Gibbons & Wiggins,
1995). Ceci explique pourquoi les groupes NPT, qui ont une lipogenése de novo moins
importante, possédent également des TG et un cholestérol plasmatique inférieurs au
groupe témoin. Nous devrons mesurer les VLDL car les TG plasmatiques étant également
véhiculés par d'autres lipoprotéines, ne refletent pas directement le taux de VLDL. Il a
aussi été démontré que la taille du pool cytoplasmique de TG hépatiques corréle avec le
taux de sécrétion des VLDL(Gibbons, Bartlett, Sparks, & Sparks, 1992). La concentration
inférieure en TG plasmatiques des groupes NPT par rapport au groupe témoin est donc
possiblement en rapport avec le taux inférieur de TG hépatiques. Il est connu que la
production de VLDL plasmatiques est surtout dépendante de la quantité de substrat,
principalement d'acides gras libres plasmatiques et n’est que minimalement sujette & un
contréle hormonal (Gibbons & Wiggins, 1995). On sait aussi que I'insuline augmente la
concentration d'acides gras libres plasmatiques (Lewis, Carpentier, Adeli, & Giacca,
2002). Dans la suite de cette étude pilote, il sera donc intéressant d'obtenir la mesure du
taux de VLDL et d'acides gras libres pour pouvoir dresser un tableau plus complet du

métabolisme lipidiqgue de nos animaux et des interactions entre les contenus
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plasmatiques et hépatiques de triglycérides et de cholestérol et de la dynamique de leur
transport par les lipoprotéines.

Chez nos animaux, l'altération de la croissance dans le groupe NPT
s'accompagne d'une disponibilité réduite en substrats énergétiques sanguins; la
glycémie, les TG et le cholestérol plasmatique sont inférieurs. En plus de ces
changements métaboliques, les animaux nourris par NPT ont un niveau d'activité
inférieur. Ainsi, ces animaux donnent I'impression d’'évoluer avec un niveau de substrat
abaissé, ne permettant ni une croissance optimale ni de I'énergie en quantité suffisante
pour assurer un niveau d’activité équivalent au groupe contrdle.

Les groupes NPT montrent une diminution de I'activité de I' ACC, enzyme clef de
la lipogénese, et de la PFK, enzyme catalysant la premiére étape de la glycolyse et
signant I'utilisation du glucose vers cefte voie. Ces observations suggerent une activité
réduite de la glycolyse et de la lipogénése dans les groupes NPT. Parallélement a cela,
la GK montre une activité augmentée, favorisant I'entrée de glucose dans la cellule. Une
activité de GK plus élevée et une PFK basse suggerent que le glucose sera stocké en
glycogéne(lynedijian, 2009). Afin de valider cela, nous devrons doser le glycogéne
hépatique et le corréler avec I'activité de la GK. Chez des souris tfransgéniques avec une
ou deux copies additionnelles du géne de la GK, la glycémie a jeun était réduite de 25
et 37% respectivement (Niswender, Shiota, Postic, Cherrington, & Magnuson, 1997). Suite
d une hyperglycémie induite, les taux d'insuline sont abaissés chez les souris trangéniques.
Ces résultats suggérent que l'activité augmentée de la glucokinase puisse étre
responsable des valeurs glycémiques abaissées retrouvées chez les groupes NPT. Par
contre, dans un modele de rat avec surexpression de la GK dans le foie (induite au
moyen d'un adénovirus codant pour la glucokinase hépatique) le taux de TG sanguins
augmente et la concentration plasmatique de cholestérol reste inchangée et I'activité
de I'ACC augmente (O'Doherty, Lehman, Telemaque-Potts, & Newgard, 1999). La
différence d'activité de GK explique possiblement la glycémie mais n'est pas responsable
des changements du métabolisme hépatique observés.

Chez les cochons dinde des groupes NPT, la glycémie ainsi que les
concentrations plasmatiques de TG et de cholestérol sont abaissées par rapport au
groupe témoin. Le niveau de substrat énergétique sanguin est donc abaissé. Il est connu
que lorsque les substrats énergétiques sont abaissés (baisse de la glycémie et de
I'insulinémie ainsi que de la concentration cellulaire de glucose) la glycolyse ainsi que la
lipogenese diminuent (Foufelle & Ferre, 2002). La conséquence est une diminution de la
formation de malonylCoA par I'ACC et une augmentation de la B-oxydation des acides

gras permettant la formation d'énergie sous forme d'ATP. En d’'autres termes, le niveau
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de LDN est le reflet de I'équilibre dans I'utilisation des acides gras pour la formation
d'énergie versus pour leur stockage (Schwarz, Neese, Turner, Dare, & Hellerstein, 1995).
Les animaux des groupes NPT montrent une diminution de l'activité de la PFK et de 'ACC
qui refletent possiblement une utilisation abaissée de la LDN dans le cadre d'une
balance énergétique ne favorisant pas les voies anaboliques (Finn & Dice, 2006). Le
groupe témoin, chez qui les substrats énergétiques sont en quantité augmentée favorise
la mise en réserve du glucose sous forme de TG au niveau hépatique (par lipogenese de
novo controlée par I'ACC grdce & I'utilisation de I'acétyl-CoA formé par la glycolyse sous
contréle de la PFK). L'insuline, molécule régulatrice clé des voies métaboliques de la
lipogenese et de la glycolyse devrait étre mesurée, car son niveau détermine l'activité
enzymatique de la glycolyse et de la lipogenése de novo et pourrait donc expliquer les
différences observées.

La différence de poids entre les groupes témoin et NPT est importante. La
croissance est tributaire de processus anaboliques. Elle nécessite donc de I'énergie. La
disponibilité de substrats énergétiques est nécessaire & la prise pondérale et a la
croissance. Les groupes NPT possedent des réserves énergétiques en quantité inférieure.
Comme nous en avons parlé, leur métabolisme enzymatique montre un équiliore
énergétique favorisant les voies cataboliques par rapport aux voies anaboliques. Le foie
joue un role clef de régulateur du niveau énergétique. Lorsque la balance énergétique
est négative, comme en cas de jelne, les voies cataboliques sont favorisées menant a la
libération de substrats énergétiques pour les tissus. Inversement, si la balance est positive,
comme en état postprandial, les voies anaboliques sont favorisées menant & la
formation de réserves énergétiques. Le métabolisme hépatique reflete donc le niveau
relatif d'anabolisme et de catabolisme. Comme nous I'avons vu, la balance énergétique
du groupe témoin est favorable da I'anabolisme tandis que celle des groupes NPT est
favorable au catabolisme. Nous pensons que c’est la raison pour laquelle les groupes
NPT montrent une croissance inférieure. Celle-ci est le reflet d'une formation de tissus
inférieure dans le contexte d'une balance énergétique défavorable ne favorisant pas la
favorisation des voies anaboliques par rapport aux voies cataboliques. A I'inverse, le
groupe témoin montre une croissance supérieure, reflet d'un anabolisme plus important.
La mesure de la prise alimentaire nous permettra de déterminer si les changements
enzymatiques observés sont primaires ou secondaires au manque d’'apport énergétique.
S'ils sont secondaires & des changements d'apports, les voies régulatrices de |'appétit
pourront étre explorées. La calorimétrie indirecte pourra nous renseigner sur les dépenses

énergétiques ainsi que sur la nature des substrats énergétiques (glucose vs lipides) utilisés
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grGce a la mesure du quotient respiratoire. Nous espérons ainsi orienter les recherches

futures vers la compréhension des changements métaboliques observés.

5.2 L'effet de I'exposition ou de la protection de la lumiére sur les solutions de NPT: Les

groupes NPT comparés

Notre étude est la premiere a démontrer que la NPT donnée sur une courte
période néonatale a des effets différents sur le métabolisme de I'adulte selon gu'elle ait
été ou non protégée de la lumiére. Les potentielles implications de nos travaux sont
majeures car, malgré le fait que la NPT est utilisée quotidiennement dans les unités
néonatales et que sa protection de la lumiére pourrait étre assurée si elle s'avérait
bénéfique, les données sur son effet a long terme sont inexistantes.

Les deux groupes d'animaux ont été soumis exactement aux mémes conditions
et donc, contfrairement & la comparaison avec le groupe témoin chez qui la prise
alimentaire induit un biais, ces deux groupes ne different que par les changements de
composition de NPT induits par I'exposition ou non a la lumieére.

Chez les animaux ayant recu un NPT protégée de la lumiére (PL) on note que, & 3
mois, le poids, les TG et le cholestérol hépatique sont diminués et que I'activité de 'ACC
est abaissée par rapport au groupe NPT exposée a la lumiére (EL). Les animaux dont la
nourriture a été exposée a la lumiére (NPT EL) ont, au 3¢ mois, une prise pondérale
supérieure aux animaux dont la nourriture a été protégée de la lumiere (NPT EL). Donc
l'effet sur le poids ne devient manifeste qu'd long terme, a distance de la période
d'infusion de la NPT qui a lieu uniquement dans la premiére semaine.

L'exposition & la lumiére de la NPT a un double effet: elle produit des peroxydes
(le 90% de peroxyde d'hydrogéne (Helbock et al., 1993), le reste est composé de
peroxydes organiques(Laborie et al., 1998)) et diminue la concentration des vitamines
antioxydantes diminuant par conséquent les défenses antioxydantes (Lavoie et al., 2004;
Haas et al., 2002). Une étude menée récemment au laboratoire (Turcot et al., 2009) a
permis de mettre en évidence l'effet a long terme d'une diéte déficiente en molécules
antioxydantes sans exposition a des peroxydes exogénes. Des cochons d'Inde ont été
exposés de J3 d J7 & une dieéte per os soit réguliere, soit déficiente en substances
antioxydantes puis ont recu une diete standard ad libitum. Donc le modéle, le moment
et la durée d'exposition sont identique d ceux de notre étude. Aucune différence de
poids n'a été observée jusqu'd 14 semaines. Le groupe avec diete déficiente a des TG
plasmatiques (a 3,11 et 14 semaines) et une glycémie diminuée (a 11 et 13 semaines)

ainsi qu'une activité de 'ACC a 14 semaines plus basse. Dans le foie des animaux avec
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diete déficiente, un changement du métabolisme du glutathion vers un état plus oxydé
a été noté avec des concentrations de GSH abaissées (a 1 et 14 semaines). Les taux de
glucose et de TG plasmatiques sont expliqués par la variation du potentiel redox
hépatique. Ces résultats sont différents de ceux retrouvés dans notre étude puisque le
groupe NPT EL chez qui la concentration en molécules antioxydantes a été abaissée par
l'exposition d la lumieére ne montre aucun des changements retrouvés dans le groupe
avec diete déficiente en molécules antioxydantes. On ne peut donc pas expliquer les
différences retrouvées entre les groupes NPT EL et PL par la diminution des vitamines
antioxidantes induite par I'exposition a la lumiere. L'infusion des peroxydes exogenes par
la NPT semble donc jouer un réle dans la genése des différences observées.

Les TG et le cholestérol hépatique sont augmentés dans le groupe NPT EL par
rapport au groupe NPT PL. De plus, le groupe NPT EL posséde une activité d'ACC
hépatique supérieure, ce & quoi on s'attend puisqu'elle est une enzyme clé de la
lipogenese et génere donc la formation de TG. L'augmentation de la lipogenése avait
déja été mise en évidence durant la période néonatale d'infusion de la NPT chez le
cochons d'Inde (& J7) et chez les nouveau-nés prématurés (Khashu et al., 2008). Notre
étude montre que ces changements persistent bien au deld de la période d'infusion
puisqu'ils sont présents & 3 mois de vie. Le fait que ces changements se retrouvent &
distance de la période d'infusion de la NPT ne permet pas de déterminer s'ils sont
secondaires & l'exposition ou non & la lumiere en période néonatale ou s'ils sont dus &
l'effet combiné d'un changement induit par ces manipulations néonatales. Iritani et al.
ont démontré que chez le rat, aprés un jelne, l'activité de I'ACC et le taux de TG
hépatiqgue augmentent avec la quantité de calories d'une diete riche en hydrates de
carbones (Iritani, 1992). Donc le poids et les TG hépatiques supérieurs du groupe NPT LE
par rapport au groupe NPT LP pourraient s'expliquer par des apports caloriques supérieurs
dans ce groupe, cette explication devra étre validée par la mesure de la prise
alimentaire durant l'entier de la période étudiée. Des études au laboratoire ont permis
de mettre en évidence que, durant la période d'infusion, les peroxydes formés en
présence de lumiére (Knafo et al., 2005) sont impliqués dans l'activation de I'ACC et
stimulent la lipogenése hépatique. Etant donné le role dévolu & ces peroxydes induits
par la lumiére durant la période d'infusion de la NPT chez notre modéle de cochon
dinde, on peut s'attendre a ce quils contribuent également aux changements
métaboliques d long terme. Pour vérifier cette hypothése, un groupe nourri par voie
entérale et recevant parallélement durant la premiere semaine, une infusion titrées de
peroxydes correspondante a celle que recoivent les groupes NPT EL et PL pourrait étre

comparé d un groupe noutrri par voie entérale et recevant du sérum physiologique.
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A J7, lors de I'arrét de la NPT, il avait été précédemment montré par Lavoie et al.
que les TG plasmatiques sont plus élevés dans le groupe EL. Notre étude démontre que
cet effet disparait a I'arrét de la NPT puisque, par la suite, les TG plasmatiques sont
comparables entre les groupes. A trois mois, alors que les TG et le cholestérol
plasmatiques sont identiques entre les groupes les TG, le cholestérol hépatique et
l'activité de 'ACC dans le foie sont augmentés dans le groupe NPT EL par rapport au
groupe PL. Donc malgré une augmentation de la lipogenese hépatique, le taux de TG
sanguin  demeure identique. Cette observation paradoxale a été décrite
précédemment par Choi et al. (Choi et al., 2007) qui ont mis en évidence des différences
du métabolisme lipidique hépatique en comparant des rats dont la mére a recu une
diete restreinte en calories (de 25%) durant la grossesse avec des rats dont la mére a
recu une diete ad libitum. Aprées la naissance, I'entier des animaux sont nourris ad libitum
et & J30, les TG et le cholestérol hépatiques sont dosés. Chez les males, malgré
'augmentation du contenu en TG et en cholestérol hépatiques dans le groupe ayant
recu une diete restreinte, le contenu plasmatique demeure comparable d celui du
groupe contrble.

Etudier des animaux & plus long terme pourrait également nous renseigner sur la
portée des changements métaboliques observés et potentiellement nous aiguiller vers la
supériorité d'un mode d'administration par rapport & I'autre. La différence de poids se
marque au troisieme mois. On peut donc postuler sur la possibilité qu'une partie des
changements métaboliques qu'elle reflete ne deviennent manifestes qu'a plus long
terme. Devant des changements métaboliques importants touchant au poids et au
métabolisme lipidique du foie, il ne serait pas étonnant que si les animaux étaient étudiés
a plus long terme, une différence dans le profil lipidique sanguin se manifeste entre les
groupes NPT.

Comme discuté précédemment, le niveau de LDN, reflété par l'activité de I'ACC
et le contenu hépatique en TG est un indicateur de I'équilibre dans I'utilisation des acides
gras pour la formation d'énergie versus pour leur stockage (Schwarz et al., 1995). Ceci
suggere gue le métabolisme du groupe EL est davantage orienté vers la formation de TG
que vers leur utilisation pour la formation d'énergie par p-oxydation. Par contre, le
groupe PL a davantage tendance a utiliser les TG comme source d'énergie plutdt que
pour leur estérification. La favorisation des voies anaboliques dans le groupe EL pourrait,
comme dans le cas du groupe témoin, expliquer la croissance pondérale supérieure
observée dans ce groupe par rapport au groupe LP. Nous avons discuté précédemment
du fait que la NPT dans la premiére semaine semble induire & long terme, une baisse du

métabolisme comme en témoigne le poids inférieur, la quantité de substrats
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énergétiques abaissée (glycémie, TG, cholestérol hépatique) ainsi que la quantité de
mouvement diminuée par rapport au groupe témoin. Chez le groupe NPT PL, le poids, les
TG et le cholestérol hépatique sont abaissés par rapport au groupe NPT EL suggérant que
leur métabolisme est plus diminué que celui du groupe NPT EL. Nos résultats indiquent
que la protection de la lumiére peut avoir un effet délétére en baissant davantage
encore le métabolisme (déja abaissé par la NPT).

La protection ou I'exposition de la NPT & la lumiere détermine des changements
métaboliques a long terme qui vont a l'opposé de notre hypothése selon laquelle ils
seraient majorés par son exposition d la lumiere. Nous observons la contraire, le poids est
davantage abaissé et les TG et le cholestérol hépatiques sont inférieurs & ceux du
groupe contréle suggérant un métabolisme abaissé. Notre étude ne permet toutefois
pas de conclure a la supériorité d'un mode d'administration par rapport & l'autre. Les
résultats obtenus ne permettent pas d'orienter le suivi clinique des anciens prématurés
ayant recu de la NPT (qui dans presque toutes les unités est exposée & la lumiére ou tres
partiellement protégée)(Sherlock & Chessex, 2009). L'originalité de notre étude réside
dans lintérét gu'elle suscite pour des études humaines. Le fait de mettre en évidence des
changements durables chez I'animal aide & la réalisation de telles études. La cohorte
d'anciens prématurés ayant intégré une étude sur les effets immédiats de la NPT et ayant
donc été divisés en deux groupes NPT LE et LP pourrait étre mise & contribution avec une
visite médicale portant sur la mesure de valeurs anthropométriques (poids, taille, BMI)
mesure de la TA et une prise de sang avec détermination du profil lipidiqgue complet, de

la glycémie et de l'insulinémie.

5.3 Limitations de notre étude

Seuls des cochons d'Inde mdles sont étudiés dans ce travail. On sait que certains
changements sont programmeés différemment en fonction du sexe. Dans I'étude de Choi
et al. décrite précédemment, des différences entre les sexes ont été observées. Chez les
femelles, le taux de cholestérol hépatique est abaissé et le contenu en TG est identique
aux contréles tandis que le foie des mdles montre une augmentation des contenus en TG
et en cholestérol par rapport aux contréles. Une étude de Lucas et al. (Lucas, Baker,
Desai, & Hales, 1996) effectuée sur des rats issus de portées dont la mere a, durant la
grossesse et la lactation, été mise sous une diéte restreinte en protéines montre que, d 6
mois, l'effet de la diete restreinte sur le cholestérol et les HDL (qui sont abaissées dans le

groupe restreint en protéines en comparaison du groupe contrdle) n'était mis en
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évidence que chez les males. Les mdles et les femelles montrent une baisse des TG
plasmatiques dans le groupe restreint en protéines comparé au groupe contréle mais
celle-ci est plus marquée chez les males. Ces études montrent donc que le métabolisme
lipidique peut étre programmé différemment en fonction du sexe. Nos travaux ne
peuvent donc pas étre extrapolés aux femelles.

Une autre limitation est le choix du groupe témoin qui, idéalement devrait
représenter une situation physiologique et de plus subir les mémes manipulations que les
groupes NPT hormis celle étudiée, c'est a dire I'administration de NPT. Ces conditions ne
sont malheureusement pas respectées car, des J3, les cochons d'Inde sont séparés de
leur meére. Cette séparation implique un sevrage précoce qui ne correspond pas a une
situation physiologique car habituellement le sevrage a lieu d 2-3 semaines (Terrill &
Clemons, 1998). Il a été démontré que chez le rat un sevrage précoce induisait, a I'ége
adulte, une augmentation des niveaux de cholestérol plasmatique (Koldovsky, Hahn,
Hromadova, Krecek, & Macho, 1995) comparé a un groupe sevré plus tardivement. Ceci
suggere que le métabolisme lipidique puisse étre influencé par le sevrage précoce du
groupe alimenté par voie entérale. Pour obtenir un témoin correspondant davantage &
une condition physiologique, nous devrions suivre des cochons d’'Inde qui continuent &
étre allaités.

Comme nous l'avons décrit précédemment, au 7¢ jour, |'alimentation
infraveineuse est cessée dans les groupes NPT. A ce moment, les animaux doivent
apprendre & s'alimenter par la bouche. Cette transition est faite brusquement et a été
vécue difficlement comme en témoigne la mortalité importante survenue lors de cette
phase fransitionnelle. Il est possible que les groupes NPT aient souffert de malnutrition
durant cette phase de transition. La sous-nutrition en période néonatale induit des
changements identiques a ceux retrouvés dans les groupes NPT comparé au groupe
témoin rendant cette explication plausible.

Une autre différence est la présence, dans les groupes NPT, d'un cathéter durant
la premiere semaine de vie et linfusion d'alimentation ayant été en contact avec la
tubulure. On sait que les composés de la tubulure peuvent étre responsables de
changements histologiques hépatiques (Loff et al., 2007) et on peut donc suspecter
qu'un biais soit induit par l'infusion de soluté & travers le cathéter.

Par contre, la comparaison des groupes NPT entre eux ne souffre d'aucun des ces
biais et est au coeur du débat sur le mode d'administration de la NPT dans les unités

néonatales.



6. Conclusion

La nutrition en période néonatale et son influence sur le futur adulte a été mise
en évidence durant ces derniéres années. A notre connaissance, notre étude est la
premiére a explorer l'effet de I'alimentation parentérale totale sur le métabolisme et la
croissance a long terme. Bien que ce mode d'alimentation soit utilisé quotidiennement
dans les unités néonatales et que sa protection de la lumiére pourrait étre assurée si elle
s'‘avérait bénéfique, les données sur son effet d long terme sont inexistantes. L'originalité
de notre projet est donc de démontrer pour la premiere fois que la protection de la NPT
de la lumiére a un impact d long terme.

Nous avons montré que I'alimentation parentérale possede un effet important sur
la croissance a long terme et engendre des perturbations du métabolisme lipidique et
glucidique. Les substrats énergétiques circulants sont en quantité moindre chez les
animaux nourris par NPT ce qui suggére que I'équilibre métabolique se déplace vers un
catabolisme plus marqué ou vers un changement de I'anabolisme.

Notre étude indique que la protection de la lumiére de la NPT néonatale
influence le métabolisme hépatique de maniere significative a long terme. On sait que le
foie est I'organe qui régule principalement le métabolisme énergétique et que I'activité
des enzymes qu'il abrite est régulée de maniére a s'adapter aux besoins énergétiques
de l'organisme. Les différences de contenu en TG et cholestérol secondaire & la
protection de la lumiére de la NPT sont donc le reflet de mécanismes régulateurs
complexes qui impliguent [|'équiliore métaboliqgue de I'organisme entier. Une
compréhension plus poussée de ces changements est nécessaire afin de la corroborer
chez I'humain et ainsi permettre I'élaboration de recommandations éclairées sur une
éventuelle protection de I'alimentation parentérale de la lumiére.

Notre étude esquisse certaines hypothéses étiologiques aux changements observés et
propose des investigations supplémentaires. Il est nécessaire de poursuivre ces études
afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents & ces observations et

ultimement, d'optimiser la prise en charge et le suivi d long terme des nouveau-nés les

plus fragiles et les plus immatures.
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