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RÉSUMÉ

L’hypertrophie cardiaque du ventricule gauche est un facteur de risque important

pour la morbidité et la mortalité cardio-vasculaires. II existe dans la littérature des

évidences que le rapport longueur/largeur (L/l) des cardiomyocytes est une valeur

étroitement régulée et conservée, et qu’un allongement disproportionné des

cardiomyocytes corrèle avec une hypertrophie de type excentrique dilatée et

éventuellement une dysfonction ventriculaire. Nous rapportons dans ce mémoire que

l’absence de phytoestrogènes dans l’alimentation maternelle pendant la période périnatale

a pour conséquence d’augmenter la longueur des cardiomyocytes des coeurs de leur

progéniture pendant la vie adulte. Ces changements de morphologie des cardiomyocytes

sont accompagnés par une hypertrophie ventriculaire dilatée ainsi que par une résistance

moindre à la décompensation cardiaque. Nous avons par ailleurs démontré précédemment

que les rats WKHA (Wistar-Kyoto-hyperactif) ont une masse cardiaque plus élevée que

les rats WKY (Wistar-Kyoto) malgré une pression artérielle normale et comparable, et

que le locus D5Cfd5O-D5Rat245 sur le chromosome 5 était associé à des changements du

rapport Lu des cardiomyocytes entre ces souches de rat. De façon intéressante,

l’introduction du même locus d’origine WKHA dans des rats mâles WKY altère non

seulement le rapport L/l des cardiomyocytes dans la souche congénique résultante, mais

diminue aussi la résistance à la décompensation cardiaque. Au total, nos observations

indiquent que des facteurs tant génétiques qu’environnementaux qui ont pour effet de

modifier la valeur du rapport Lu des cardiomyocytes affectent également la morphologie

et les capacités fonctionnelles du coeur dont ils sont dérivés.

Mots-clés: maladies cardio-vasculaires, hypertrophie du ventricule gauche,

cardiomyocytes, fistule aorto-veineuse, phytoestrogènes, exposition périnatale,

congéniques, hormones sexuelles.
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SUMMARY

Lefi ventricular hypertrophy (LVH) is an important risk factor for cardiovascular

morbidity and mortality. It has been reported previously that the value of the

length!width (L/W) ratio of cardiomyocytes is tightly regulated and conseiwed, and that

a disproportional increase in the length of cardiomyocytes correlates with dilated

eccentric LVH and eventually ventricular dysfunction. We report here that the absence

of phytoestrogens in the maternal diet during the perinatal period increased the length of

cardiomyocytes from the heart of their progeny during adulthood. These changes in the

morphology of cardiomyocytes were accornpanied by features of dilated eccentric LVH

as well as decreased resistance to cardiac decompensation. We had also reported

previously that WKHA (Wistar-Kyoto-hyperactive) inbred rats have increased heart

weight compared to WKY (Wistar-Kyoto) inbred rats despite normal and identical blood

pressure, and that the D5Cfd5O-D5Rat245 locus on chromosome 5 was linked to

changes in the L/W ratio of cardiomyocytes from the hearts of crosses between these

strains. Interestingly, introduction of that sarne locus from WKHA into male WKY rats

flot only changes the L/W ratio of cardiomyocytes from the hearts of the resulting

congenic strain, but also decreases its resistance to cardiac decompensation. Altogether,

our data show that environmental as well as genetic factors that affect the L/W ratio of

cardiomyocytes also affect the morphology and functional properties of the hearts they

derive from.

Keywords: Cardiovascular diseases, lefi ventricular hypertrophy, cardiomyocytes,

aorto-caval fistula, phytoestrogens, perinatal exposure, congenic, sex hormones.
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Chapitre 1: INTRODUCTION

1. L’hypertrophie cardiaque

1.1 L’épidémiologie de l’hypertrophie cardiaque

Les maladies cardio-vasculaires sont la principale cause de mortalité et de morbidité

en Amérique du Nord. Plusieurs facteurs de risque tels que l’hypercholestérolémie,

l’hypertension, le diabète, l’hyperthyroïdie et ceux associés au mode de vie (sédentarité,

consommation de tabac ou d’alcool, obésité) contribuent de façon significative au

développement de ces maladies. Cependant, ces divers facteurs ne suffisent pas à prédire

entièrement la mortalité reliée aux maladies cardio-vasculaires.

L’étude « The framingham Heart Study» a démontré, à l’aide de mesures prises par

échocardiographie, que l’hypertrophie cardiaque du ventricule gauche (HVG) était un

facteur de risque important dans l’incidence des maladies cardio-vasculaires . De plus,

sa valeur prédictive est indépendante de certains facteurs comme l’hypertension. Son

implication dans l’incidence de ces maladies a été démontrée par d’autres études

épidémiologiques 2-7 Plus particulièrement, l’HVG est un facteur déterminant dans la

détérioration du myocarde et sa transition vers la décompensation cardiaque 8,9 La

défaillance cardiaque est une condition qui atteint des proportions épidémiques dans les

pays industrialisés (4.8 millions de personnes aux Etats-Unis avec 500 000 nouveaux cas

diagnostiqués chaque année 10h1) et touchera 20% de la population d’Amérique du Nord

maintenant âgée de plus de 40 ans 12 Même si le développement récent de médicaments

a amélioré le taux de survie associée à cette pathologie, le vieillissement de la population

est tel que l’incidence de la défaillance cardiaque restera élevé dans les prochaines

années 13
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La forme la plus fréquente d’hypertrophie cardiaque est la forme sporadique. Une

proportion plus faible des cas d’hypertrophie cardiaque est constituée par les formes

familiales qui sont le résultat de mutations de gènes codant pour des protéines de

structure cardiaques 14-16 Cette dernière forme d’hypertrophie ne fera pas l’objet de cette

étude. Plusieurs facteurs peuvent être à l’origine d’un remodelage cardiaque tel que

l’HVG 17: l’ischémie et/ou l’infarctus, l’inflammation, les surcharges hémodynarniques

ainsi que les prédispositions génétiques. La masse cardiaque représente un trait

quantitatif complexe cest-à-dire qu’elle est contrôlée par les effets combinés de

plusieurs gènes individuels (dont aucun ne peut être tenu comme seul responsable du

phénotype) et des facteurs environnementaux. Le développement de l’hypertrophie

cardiaque est donc influencé par trois composantes principales, à savoir les gènes, le

sexe (et donc les hormones sexuelles) et l’environnement.

1.2 Les types d’hypertrophie

1.2.1 Corrélation entre la morphologie du coeur et celle des cardiomyocytes

L’hypertrophie cardiaque correspond à une augmentation de la taille des cellules du

coeur (par une synthèse accrue de protéines contractiles) sans variation dans le nombre

de ces cellules. Il est important de noter que le remodelage du coeur peut aboutir à deux

types d’hypertrophie différente. Selon la loi de Laplace, une augmentation de la pression

systolique sera contrebalancée par une augmentation de l’épaisseur du ventricule afin de

nonrialiser le stress sur la paroi. Ceci correspond à l’hypertrophie concentrique, observée

lors d’une surcharge de pression (ou augmentation de la postcharge et donc de la

pression systolique), et retrouvée chez les personnes avec des sténoses aortiques ou de

l’hypertension (fig 1). L’hypertrophie de type excentrique, quant à elle, s’observe lors

d’une augmentation de la charge cardiaque pendant la période diastolique, comme par

exemple, lors d’une surcharge de volume (donc une augmentation de la précharge ou de

la pression diastolique) et se retrouve chez les personnes avec une insuffisance de la

valve mitrale ou aortique (f ig 1).
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f igure 1. Remodelage ventriculaire.

Illustration shématique des variations dans les dimensions des cardiomyocytes

associées à une surcharge de pression ou de volume du ventricule gauche.

Au niveau de l’organe:

cardiomyocyte: t largeur

si- cavité t cavité

t longueur

(& CSA)

modifié de Gerdes A.M. 19

Il existe actuellement des évidences qui montrent que les deux types d’hypertrophie

sont contrôlés par des mécanismes différents 20-22 En particulier, les changements

morphologiques observés dans les dimensions des cardiomyocytes vont refléter

différents types de remodelage cardiaque. Ainsi, l’hypertrophie concentrique se

caractérise par une sarcomogénèse en parallèle (élargissement des cardiomyocytes)

aboutissant à une augmentation de l’épaisseur de la paroi du ventricule 23-26 alors que

l’hypertrophie excentrique se caractérise principalement par une sarcornogénèse en série

(élongation des cardiomyocytes) aboutissant à une cavité ventriculaire plus grande et

plus dilatée, et accompagnée d’une légère sarcomogénèse en parallèle (fig 1) 23,27-29 Ces

NORMAL
PRESSURE
OVERLOAD

VOLUME
OVERLOAD
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observations sont soutenues par une étude récente démontrant que l’étirement des

cardiomyocytes pendant différentes phases du cycle cardiaque provoque différents

phénotypes hypertrophiques Dans les deux cas d’hypertrophie, la taille des

sarcomères composant les cellules reste la même; c’est le nombre d’unités

sarcomériques qui varie 27,28,31-33

Grossman et al., en 1975, ont été les premiers à vérifier l’hypothèse selon laquelle

des altérations dans la morphologie des cardiornyocytes pendant l’hypertrophie

cardiaque s’accompagnent de changements dans l’anatomie ventriculaire 23 Des

données de cardiomyocytes isolés de patients avec et sans défaillance cardiaque

suggèrent que la dilatation ventriculaire dans la pathologie est principalement due à leur

élongation 28 Chez le rat $HHF hypertendu, qui développe une défaillance cardiaque

avec l’âge, l’élongation des cardiomyocytes semble pouvoir expliquer à elle seule la

dilatation ventriculaire 3l Ces données suggèrent que des variations dans la structure des

cardiomyocytes s’accompagnent d’altérations dans l’anatomie du myocarde.

1.2.2 Corrélation entre morphologie et fonction

L’hypertrophie concentrique est une adaptation du myocarde qui a pour effet de

normaliser l’augmentation du stress systolique alors que l’hypertrophie excentrique

survient afin de réduire le stress diastolique. Cependant, dans la deuxième condition, la

dilatation du ventricule ne suffit pas à abaisser le stress diastolique. Ceci conduit à une

dilatation continue de la cavité ventriculaire résultant en une augmentation du stress

systolique et causant simultanément une hypertrophie cardiaque concentrique modeste
23,28 C’est pourquoi on retrouve une augmentation concomitante de la longueur et de la

largeur des cardiomyocytes soumis à une surcharge de volume. Au niveau fonctionnel,

l’hypertrophie concentrique se caractérise par une augmentation de la pression

systolique et de la rigidité du myocarde, un épaississement de la paroi ventriculaire ainsi

que d’une dysfonction systolique et de la fibrose 23,34 Dans l’hypertrophie excentrique,

le remodelage et la dilatation ventriculaires s’accompagnent d’une augmentation du
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volume d’éjection, de la compliance ventriculaire, de la pression en fin de diastole et de

la consommation d’oxygène, d’une diminution de la contractilité et de la rigidité du

myocarde ainsi que d’une dysfonction diastolique du VG

Le ratio L/l des cardiomyocytes est un paramètre utile car il est l’analogue cellulaire

du ratio diamètre de la cavité/épaisseur de la paroi ventriculaire. Des données obtenues

chez le rat indiquent que ce ratio est préservé quelque soit l’âge, pendant la période de

croissance normale des cardiomyocytes, du sevrage à l’âge adulte De plus, ce ratio

est extrêmement bien conservé à travers les espèces (rats, hamster, cochon d’inde, chat,

humain) 40-42• Il n’y a qu’entre les sexes qu’il existe une différence chez l’animal, les

mâles possédant un ratio L/l plus grand que les femelles Durant l’hypertrophie

excentrique, l’augmentation concomitante de la longueur et de la largeur contribue à

maintenir ce ratio 29,44 ce qui n’est pas le cas de l’hypertrophie concentrique où la

longueur ne varie pas 26 Des variations du ratio L/l ont un impact fonctionnel et reflètent

des adaptations inadéquates du myocarde comme la transition vers la défaillance

cardiaque qui est accompagnée d’une augmentation disproportionnée de la longueur des

cellules 32,42,45

L’étude «The frarningharn Heart Study» a suggéré qu’une augmentation du

volume de la cavité ventriculaire était un facteur de risque important dans le

développement de la défaillance cardiaque 46• D’autres études épidémiologiques

ainsi que sur l’animal 36 ont démontré que la dilatation du VG était associée à un

pronostic défavorable. La défaillance cardiaque, dont l’issue est inéluctable, se traduit

par une augmentation disproportionnée de la longueur des cellules, expliquant la

dilatation ventriculaire plus prononcée sans variation dans l’épaisseur du ventricule, une

contractilité des myocytes déprimée, une fonction myocardique diminuée, une activation

neurohumorale, une surexpression de cytokines ainsi qu’une dysfonction vasculaire et

endothéliale. Les mécanismes de transition vers la défaillance sont encore méconnus.
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1 .2.3 Mécanismes moléculaires

Différents profils d’expression de marqueurs biochimiques reliés à l’HVG sont

observés lors de l’induction de l’hypertrophie cardiaque. Au niveau des cardiomyocytes,

il se produit une réinduction du programme des gènes foetaux. Entre autre, une induction

des peptides natriurétiques (ANf et BNP) (pour les deux types d’hypertrophie) 21,50-54 et

des changements dans les protéines contractiles des cardiomyocytes

apparaissent (principalement dans la surcharge de pression) dont la réexpression de la

chaîne lourde de la myosine f3 21,50,51,55-57 de la chaîne légère de la myosine

embryonnaire ainsi que de l’actine squelettique ci
21,50,51,53,58 Au niveau des fibroblastes,

une augmentation de la synthèse de fibronectine et du collagène de type I et III est

observée
52,55,59,60

De nombreuses voies de signalisation ont été impliquées dans la réponse moléculaire

du coeur à l’hypertrophie; parmi celles-ci, on retrouve entre autres les voies liées à

calcineurine-NfAT 61-63 PI3K 64,65 JAK!STAT 66,67 MAPK (ERK, JNK et p38) 6$-72 et

les récepteurs liés aux protéines G . Les mécanismes par lesquels les cardiomyocytes

régulent la croissance des unités contractiles en série ou en parallèle sont encore

méconnus. Cependant, des voies différentes vont être activées dans l’hypertrophie

concentrique ou excentrique. Par exemple, ERK1/2 est impliqué dans l’hypertrophie

concentrique 6$ alors que MEK5 semble impliqué dans l’assemblage des sarcomères en

série 76

1.2.4 Induction expérimentale de l’hypertrophie

Les différents modèles animaux d’hypertrophie cardiaque ont permis de comprendre

de nombreux mécanismes au cours des dernières décennies autant au niveau

morphologique que fonctionnel, pharmacologique ou biochimique. Dans les modèles

animaux, l’hypertrophie cardiaque peut être induite de plusieurs façons : infusion de

facteurs hormonaux (catécholamines 77-$2 ou angiotensine 50558384) ou de manière

chirurgicale (constriction partielle de l’aorte 85-92 entraînant une hypertrophie
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concentrique, infarctus du myocarde par ligature de l’artère coronaire gauche et

fistule AV 35-37,99,100 aboutissant à une hypertrophie excentrique). Il est aussi possible

d’induire une hypertrophie cardiaque en créant un état hyperactif chez l’animal. Le rat

(tout comme l’humain) soumis à un exercice quotidien comme la nage ou la course

développe une légère hypertrophie 101105

Ces diverses méthodes miment certaines pathologies retrouvées chez l’humain.

Cependant, il faut se montrer prudent avec l’extrapolation des résultats de l’animal vers

l’humain, l’élaboration des études ne reflétant pas toujours l’évolution réelle des

pathologies. Les hypertrophies induites sont souvent plus importantes et apparaissent

plus brusquement que chez l’humain où l’hypertrophie se développe de façon

progressive. Bien qu’il n’existe pas de modèle expérimental animal idéal pour étudier le

remodelage cardiaque chez l’humain à ce jour, ces méthodes représentent néanmoins des

modèles reproductibles, éventuellement contrôlés au niveau génétique afin d’obtenir des

effets homogènes, où le stade de la pathologie est défini et les réponses individuelles

expliquées par le degré d’hypertrophie.

2. Implication des gènes dans l’hypertrophie

2.1 Déterminants génétiques de l’hypertrophie

Plusieurs facteurs sont reconnus pour influencer la masse cardiaque chez l’humain:

le sexe, l’âge, le mode de vie, le degré d’activité physique, la consommation de sel, de

gras, d’alcool ou de tabac, le diabète, l’hypertension, l’hypercholestérolémie et les

problèmes rénaux 106112 Cependant, les facteurs énumérés ci-dessus ne suffisent pas à

expliquer la variance totale de la masse cardiaque dans la population I 13 Des études chez

l’humain ont démontré l’héritabilité de la masse cardiaque 114-117 ce qui suggère, en plus

des facteurs environnementaux, l’importance des facteurs génétiques’ . Il a été établi

qu’une forte proportion de la variabilité de la masse cardiaque (60 à 70% chez l’humain
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114; 45 à 65% chez le rat 119) est imputable aux facteurs génétiques et le reste aux

facteurs environnementaux 108,120

Cependant, la découverte de gènes impliqués dans la détermination de la masse

cardiaque et le remodelage du myocarde est compliquée. La forme sporadique touche 10

à 20% de la population et comprend de nombreux gènes et la forme familiale est causée

par des mutations héréditaires peu fréquentes. Des mutations dans les gènes codant pour

différentes protéines sarcomériques cardiaques (la chaîne lourde de la myosine 121,122 la

tropomyosine-u 123 la troponine T cardiaque 123,124 l’actine-Œ 125 la protéine C liant la

myosine 126 et la titine 127) ont été associées à la cardiomyopathie hypertrophique 128 Ces

données démontrent que des mutations monogéniques peuvent causer des formes

particulières d’hypertrophie cardiaque.

Pourtant, l’étiologie de l’HVG est vraisemblablement le résultat des effets de

multiples gènes interagissant indépendamment ou en synergie avec d’autres gènes et/ou

l’environnement. Ainsi, des mutations dans les gènes qui codent pour les protéines

régulant la structure du VG, la charge hémodynamique, l’homéostase du calcium, les

hormones, le métabolisme des substrats, les facteurs de croissance et/ou la signalisation

cellulaire sont des candidats de choix pour l’héritabïlité de la masse cardiaque et de la

réponse hypertrophique 129 Par exemple, des polymorphismes dans les enzymes et les

hormones impliquées dans le système rénine-angiotensine prédisent des variations de

pression artérielle 130,131 D’autres mutations dans les récepteurs -adrénergiques

confèrent une prédisposition à la défaillance cardiaque 132 Des polymorphismes dans le

gène PPARŒ régulent la croissance du VG en réponse à l’exercice et à l’hypertension
133 Cependant, il est probable que chaque gène seul ne contribue que pour une petite

partie de la variation phénotypique totale de la fonction et de l’hypertrophie du VG.

L’identification des gènes responsables de traits quantitatifs complexes comme la

masse cardiaque s’avère difficile en raison de l’héritabilité polygénique, l’hétérogénéité

de chaque locus, les interactions génétiques, leur interaction avec l’environnement et les

gènes développementaux 134 Dans les modèles animaux, une des stratégies de base de la
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génétique des traits complexes consiste à cribler des génomes entiers d’individus F2

issus de deux souches polymorphes et qui diffèrent pour le phénotype d’intérêt. Des

analyses de liaison génétique permettent ensuite d’identifier des régions du génome

appelées QTLs contenant potentiellement des gènes associés au phénotype d’intérêt.

Pravenec et al. ont ainsi identifié un QTL relié à la masse du VG sur le chromosome 17

chez le rat 135 D’autres QTLs reliés à la pression artérielle et/ou la masse cardiaque ont

été identifiés sur les chromosomes 2 136,137 138,139 140 10 139 et 17 139,140 chez le rat.

Cependant, Sebkhi et al. 141 et Deschepper et al. 142 ont été les seuls à identifier des

QTLs liés à la masse cardiaque à partir de croisements de rats normotendus sur les

chromosomes 3 et 5 respectivement.

2.2 Le rat : modèle de l’hypertrophie cardiaque

L’avancement des connaissances reliées à l’HVG n’aurait pu être possible sans

l’existence de modèles animaux 143,144 Le rat a été largement utilisé pour les avantages

qu’il présente : courte période de gestation, faible coût de gestion des colonies,

manipulation facile, reproductibilité. Sa physiologie est bien caractérisée 145 son

génome est séquencé 146 et il existe maintenant les outils nécessaires pour le comparer à

celui de l’humain 147-150 Le rat possède des caractéristiques phénotypiques transposables

à des conditions particulières chez l’humain. Il a permis la compréhension de nombreux

mécanismes à l’origine de l’hypertrophie cardiaque et de la physiologie cardio

vasculaire. De plus, il permet l’étude des facteurs génétiques grâce aux nombreuses

souches consanguines existantes et aux modèles transgéniques 145,151,152 L’utilisation de

souches consanguines et la standardisation de leur environnement réduit la complexité

génétique des phénotypes polygéniques et permet l’analyse de maladies multifactorielles

comme les maladies cardio-vasculaires.

2.2.1 Les souches WKY/WKHA
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Il existe plusieurs modèles de rat qui développent de l’hypertrophie cardiaque avec

l’âge, à cause de modifications dans leur contenu génétique. Parmi ces modèles, les rats

hypertendus $HR 153155 et les rats Dahl-$ 156-15$ permettent d’étudier les mécanismes de

l’hypertrophie cardiaque dépendants en partie de l’hypertension. Les rats hypertendus

SHHf permettent l’étude de la défaillance cardiaque 31,159,160 Il existe un modèle de rat

qui développe de l’hypertrophie cardiaque tout en possédant une tension artérielle

normale : le rat HHR 151

Néanmoins, dans la plupart des modèles utilisés, l’hypertrophie est souvent liée à

une hypertension sous-jacente. Afin de pouvoir dissocier ces deux caractères l’un de

l’autre, de nouvelles souches de rats consanguins ont été développées à partir de

croisements F2 entre les souches WKY (Wistar Kyoto) normotendus et SHR

hypertendus. Les deux nouvelles souches de rats consanguins créées sont les souches

WKHA (hyperactif mais non hypertendu) et WKHT (hypertendu mais non hyperactif)
161,162 Les rats WKHA constituent une souche intéressante; il s’agit du premier modèle

animal connu possédant une masse cardiaque plus élevée que les WKY mais une tension

artérielle similaire 163 Ces deux souches ont permis l’étude de déterminants génétiques à

l’origine des différences de masse cardiaque indépendamment de l’hypertension 164 (et

données non publiées). Elles présentent aussi des différences au niveau de la

morphologie des cardiomyocytes. Les mâles WKHA ont des cardiomyocytes plus larges

que les mâles WKY, sans différence de longueur, et les femelles WKHA présentent des

cardiomyocytes moins longs que les femelles WKY, sans différence de largeur 43,163

L’implication de la morphologie de base du myocarde et des cardiomyocytes dans la

réponse hypertrophique suite à un stimulus n’est pas encore bien caractérisée. Ces deux

souches et les différences qu’elles possèdent au niveau morphologique permettent

d’étudier cette implication.

2.2.2 Les lignées congéniques



11

Les lignées congéniques, à partir de croisements sélectifs, visent à transférer une

région d’intérêt d’une souche de rat possédant un certain phénotype dans le génome

d’une seconde souche possédant un phénotype différent 152,165 Les animaux sont

identiques pour tous les chromosomes, excepté une région du génome sélectionnée. Ces

lignées visent à valider l’implication de la région d’intérêt dans la différence de

phénotype entre les deux souches et permettent de raffiner la carte génétique de la région

chromosomique impliquée.

Le criblage du génome des individus de la génération f2 du croisement entre les rats

WKY et WKHA a permis d’identifier une région d’intérêt sur le chromosome 5 associée

à la masse du ventricule gauche et à la concentration ventriculaire en ANF chez les

mâles et uniquement à cette dernière variable chez les femelles 142 Il s’est avéré que

cette région contenait un gène candidat de premier ordre le gène Nppa, qui code pour le

précurseur de l’ANf 142 (et données non publiées). Le rôle de l’ANf dans l’hypertrophie

cardiaque a déjà été démontré puisqu’une faible concentration en ANf est

génétiquement liée à une masse ventriculaire élevée et vice-versa dans les croisements

f2 issus des souches WKY et WKHA 164 et son rôle protecteur contre l’HVG est

clairement établi 166-171

Des lignées congéniques contenant la région d’intérêt du chromosome 5 ont été

créées à partir des souches WKY et WKHA afin de valider l’implication du gène

candidat dans la détermination de la masse cardiaque et de préciser la région du génome

qui y est associée. Ces lignées sont les WKY.WKHA-(D5Cfd5O/D5Rat245) et les

WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245) contenant respectivement un fragment du génome

de la souche WKHA dans celui de la souche WKY et un fragment de la souche WKY

dans celui de la souche WKHA (fig 2). Elles présentent les mêmes différences dans les

dimensions des cardiomyocytes que les souches parentales pour les mâles mais pas pour

les femelles Ceci suggère que le locus du chromosome 5 détermine certaines

caractéristiques des cardiomyocytes (au niveau de la largeur puisque les mâles diffèrent

pour ce trait) et de la masse cardiaque chez les mâles mais pas chez les femelles.

L’utilisation des mâles des deux lignées congéniques représente un intérêt dans l’étude
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ç’
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de 1’HVG afin de déterminer si cette région du chromosome 5 aurait un rôle à jouer dans

l’implication de la morphologie de base du myocarde sur l’HVG et ses conséquences sur

le remodelage cardiaque.

f igure 2. Méthode d’obtention de lignées congéniques.
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3. Implication de l’environnement stéroïdien dans l’hypertrophie

3.1 Stéroïdes endogènes

3.1.1 Dimorphisme sexuel

Les hommes et les femmes n’ont pas la même susceptibilité aux maladies. Par

exemple, les femmes sont plus affectées que les hommes par l’ostéoporose, la

dépression, l’asthme, le cancer des poumons lié à la cigarette et les maladies auto-

immunes. D’un autre côté, l’incidence et la sévérité des maladies cardio-vasculaires sont

plus faibles chez les femmes préménopausées que chez les hommes du même âge, même

après correction pour plusieurs facteurs de risque 173-177 Par contre, la prévalence de

l’HVG semble être la même entre les deux sexes avant la ménopause chez la femme

(16% chez les hommes et 19% chez les femmes) D’après «The $tatisticaÏ Abstract

of the United $tates », il y a 39% plus d’hommes que de femmes touchés par la

défaillance cardiaque causée par l’hypertension entre 45 et 64 ans 179 Dans l’étude « The

framingham Heart $tudy », le taux de survie sur une période de 5 ans après diagnostic

d’une défaillance cardiaque est de 25% pour les hommes contre 38% pour les femmes

Cependant, après l’âge de 65 ans, le nombre de femmes qui meurent de maladies

cardio-vasculaires excède celui des hommes de 22% 179 et l’effet cardioprotecteur qui

leur était conféré semble perdu 181

Au niveau du système cardio-vasculaire, les femmes ont une meilleure contractilité,

des fractions d’éjection et de raccourcissement du VG plus grandes (indices

indépendants de la taille de la cavité) 182-187 ainsi qu’une élasticité artérielle 188 et une

épaisseur de la paroi plus grandes comparées aux hommes 183,185,189 Ces derniers ont une

contractilité plus faible, une dilatation de la cavité et une paroi plus mince 183,189 En

résumé, les femmes possèdent une meilleure fonction systolique du VG et une moins

grande compliance diastolique que les hommes même après normalisation pour le poids

du corps 188 Chez les patients atteints de cardiomyopathie ischémique, l’hypertrophie du
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myocarde est moins grande chez les femmes que chez les hommes 190 Les femmes

semblent posséder une réserve adaptative pour l’hypertrophie ce qui permet de retarder

l’apparition de la défaillance t85,191 Au niveau du remodelage, elles développent de

l’hypertrophie concentrique en réponse à l’hypertension alors que les hommes sont plus

enclins à développer une hypertrophie excentrique 192

Chez l’animal, les femelles présentent une meilleure adaptation à la surcharge de

pression, avec un plus grand degré d’hypertrophie concentrique que les mâles 34,193 et

une meilleure préservation de la fonction du VG 194,195 Dans le cas de la surcharge de

volume, les femelles présentent également une dilatation moins prononcée et une

mortalité négligeable en comparaison aux mâles pour une HVG comparable (3% de

mortalité vs 25% chez les mâles après $ semaines de fistule AV) 196 Le développement

d’une hypertrophie plus concentrique chez ces femelles pourrait jouer un rôle protecteur

en diminuant le stress systolique accompagnant la surcharge de volume 34,196 Chez les

rats SHHF également, la transition vers la défaillance cardiaque est retardée et la

dysfonction ventriculaire est moins prononcée chez les femelles 197 En résumé, quelque

soit le modèle hypertrophique utilisé (surcharge de pression, de volume, infarctus du

myocarde 198 défaillance cardiaque 197) les mâles présentent un pronostic moins

favorable que les femelles.

3.1.2 Hormones sexuelles

Les hormones sexuelles mâles et femelles, sont des cibles intéressantes pour

expliquer ce dimorphisme sexuel. Au niveau du développement, il n’y a pas de

différence statistique dans la masse cardiaque entre les sexes avant la puberté, 199,200

alors qu’après la puberté, la masse absolue du coeur est de 25 à 35% plus grande chez

l’homme 199 Les deux sexes partent avec le même nombre et la même taille de cellules,

mais, chez les hommes, il y a un plus fort degré d’hypertrophie des cardiomyocytes

pendant la puberté. D’autre part, après la ménopause, les femmes perdent leur protection

contre les maladies cardio-vasculaires 179,181 L’étude « The framingharn Heart $tudy»



15

a démontré qu’après l’âge de 60 ans, la prévalence de l’HVG chez les femmes

augmentait de 69% par décennie comparativement à seulement 15% chez les hommes
17$ La prévalence de l’HVG chez les femmes passe de 4.6% à l’âge de 30 ans à 49% à

70 ans 178 D’autre part, l’étude « The Nurse ‘s Health Study» a démontré que les HRTs

administrées aux femmes post-ménopausées diminuaient de moitié le risque de maladies

cardio-vasculaires (diminution de 35% de la mortalité associée à ces maladies) 201 Les

HRTs diminuent également la masse cardiaque 202,203 Néanmoins, les études WHI 204 et

HERS 205 n’ont pas trouvé de résultats concluants concernant un effet cardioprotecteur

associé aux HRTs, et ont même démontré une augmentation des risques liés aux

maladies cardio-vasculaires la première année du traitement, ce qui démontre que les

HRTs possèdent également des effets néfastes. Cependant, les hormones sexuelles

semblent incriminées dans la différence de masse cardiaque et de prévalence des

maladies cardio-vasculaires chez l’humain.

La présence des récepteurs aux oestrogènes 206 et aux androgènes 207,20$ a été

démontrée dans le myocarde. Chez l’animal, l’ovariectomie augmente le poids du coeur
209,210 alors que l’administration d’oestrogènes restaure la fonction ventriculaire et le

poids du coeur à la normale 211,212 De même, des remplacements d’oestradiol restaurent

toutes les altérations de la fonction cardiaque observées avec la gonadectomie

(diminution de la fonction contractile des cardiornyocytes, de la vitesse de

relaxationlraccourcissement et du ratio SERCA2aIPLB, augmentation du calcium

intracellulaire) 213 Les oestrogènes peuvent aussi affecter la fonction cardiaque de

manière indirecte en augmentant la production de NO 214-217 ou en affectant le profil des

lipides 204,205,218 De plus, ils préviennent l’apoptose 219 et affectent la croissance des

fibroblastes mais à ce niveau des études ont montré une inhibition 220 une stimulation 221

ou aucun effet sur la croissance des fibroblastes 222.223 L’ensemble de ces données

suggère un rôle des oestrogènes dans le processus de remodelage cardiaque. Van Eickels

et al. ont démontré que des doses physiologiques de 17f3-estradiol atténuent de façon

modeste, mais significative, le développement de l’hypertrophie due à la surcharge de

pression 224 Ceci serait dû à un effet direct sur le coeur puisque, dans cette étude,

l’estradiol n’affecte ni la pression artérielle, ni les fibrobÏastes cardiaques. Les auteurs
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suggèrent que le léger effet protecteur du 1 7f3-estradiol pourrait être médié par

l’intermédiaire de l’ANF ou par les voies p3$-MAPK 224 En effet, cet oestrogène inhibe

la phosphorylation de p3$-MAPK 224 l’activation de cette voie étant importante dans le

maintien de la réponse hypertrophique à long terme 68,70,225 D’autre part, les oestrogènes

augmentent l’expression d’ARNm de l’ANF ainsi que sa concentration dans le

myocarde 224,226-228 et l’effet protecteur de l’ANF contre l’hypertrophie est maintenant

établi 164,169-171 Babiker et al. ont récemment démontré que le rôle anti-hypertrophique

des oestrogènes sur des cardiomyocytes néonataux est dépendant de l’ANF et de la voie

liée au GMPc et que les oestrogènes, via une activation des ERs, modulent la

transcription de l’ANF en agissant sur son promoteur proximal 226 Parmi d’autres effets,

les oestrogènes pourraient agir via le système rénine-angiotensine puisqu’ils diminuent

l’expression des récepteurs AT1 229,230 et de l’ACE 231 impliqués dans la réponse

hypertrophique et semblent permissifs pour les effets anti-hypertenseurs et anti-

hypertrophiques d’un inhibiteur de l’ACE 232 Parmi d’autres modèles d’hypertrophie,

des suppléments de 17E3-estradiol préviennent le développement de l’HVG et de

l’hypertension chez les rats SHHF 231 et l’ovariectomie provoque une dilatation

ventriculaire plus prononcée suite à la surcharge de volume 233 Cependant, dans le cas

de l’infarctus du myocarde, il a été démontré que les oestrogènes inhibent la dilatation du

myocarde 234 mais parallèlement augmentent la mortalité post-chirurgie 234,235 La taille

de la zone infarcie peut être augmentée 234 diminuée 235 ou inchangée 236 Enfin, il existe

des évidences qui montrent que des concentrations physiologiques d’oestrogènes n’ont

aucun effet majeur sur le développement de l’hypertrophie cardiaque, la dysfonction et

la dilatation post-infarctus 236

La différence de masse cardiaque qui existe entre les deux sexes apparaît à la puberté

avec une hypertrophie des myocytes chez l’homme, ce qui semble impliquer les

androgènes dans ce processus. Cependant, il existe peu d’études en rapport avec les

androgènes et la masse cardiaque et/ou le remodelage du myocarde. Chez le mâle, la

castration diminue le poids du coeur 209-211 Au niveau cellulaire, la castration diminue la

taille des cardiomyocytes alors que la testostérone l’augmente 237 Les androgènes sont

capables d’augmenter la synthèse protéique dans le coeur 238 et de produire une HVG 208
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Il a été prouvé que la testostérone pouvait réguler l’expression de la chaîne lourde de la

myosine 239 ce qui démontre que les hormones mâles peuvent intervenir dans la

régulation de l’expression des gènes reliés à l’hypertrophie. Enfin, Li et al. ont montré

récemment l’implication des androgènes dans l’hypertrophie et la fibrose chez des mâles

GC-A KO 240 Le GC-A est le récepteur des peptides natriurétiques ANf et BNP. Ces

mâles développent une plus grande hypertrophie que les femelles GC-A KO et cette

différence est perdue avec la castration ou un antagoniste des AR. Enfin, étant donné

que ce dimorphisme sexuel existe chez les souris KO mais pas chez les WT, les auteurs

ont démontré que les androgènes produisent l’HVG via une régulation positive du

système angiotensine en activant le récepteur AT1A, et que cette voie est normalement

inhibée par les peptides natriurétiques via leur récepteur GC-A 240

En résumé, la testostérone ou l’ovariectomie semblent augmenter l’hypertrophie

cardiaque et aggraver la dysfonction ventriculaire alors que l’orchidectomie semble la

diminuer. Certaines études ont montré que les hormones sexuelles mâles et femelles

possèdent des effets opposés, les oestrogènes (endogènes ou en supplément) sembleraient

prévenir un remodelage cardiaque inadéquat et la détérioration de la performance

cardiaque alors que la testostérone (endogène ou en supplément) possèderait des effets

inverses 237,241 Néanmoins, en ce qui concerne les oestrogènes, les données ne vont pas

toutes dans le même sens comme le prouvent les études mentionnées plus haut chez

l’humain avec les thérapies d’hormones de remplacement et chez le rat avec des

suppléments d’œstradiol qui démontrent des effets néfastes des oestrogènes. Ces

observations résument bien le fait que les hormones sexuelles mâles et femelles ont un

rôle important à jouer dans le processus de remodelage cardiaque, même si ce rôle n’est

pas encore bien défini.

3.2 Stéroïdes exogènes t Les phytoestrogènes

3.2.1 Composés
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Les phytoestrogènes sont des composés oestrogéniques retrouvés dans les plantes. Ils

sont ubiquitaires dans le règne végétal. Le premier article rapportant des effets

oestrogéniques chez les plantes date de 1926 242 L’activité oestrogénique des PE a

réellement été découverte dans les années 1940, avec le rapport en Australie de la

diminution de la fertilité chez les brebis se nourrissant dans les pâturages riches en trèfle,

connu plus tard sous le nom de « CÏover Disease» 243 En 1954, Bradbury et White ont

répertorié 53 plantes possédant une activité oestrogénique suffisante pour initier l’oestrus

chez l’animal 244 Cette liste a été étendue à plus de 300 plantes par Famsworth et al. 245

Les PE sont divisés en trois classes principales : les isoflavones, les coumestrans et les

lignans. Tous sont des composés diphénoliques comportant des similarités de structure

avec les oestrogènes et les anti-oestrogènes naturels ou synthétiques (figure 3). Les

principaux composés de la classe des isoflavones sont la génistéine, la daidzéine,

l’équol, la formononétine et la biochanine A.

figure 3. Structure des phytoestrogènes en comparaison à l’oestradiol.

GenffiinEtiadioI

Didzeii guoI

Kurzer M.S. et Xu X• 246
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3.2.2 Métabolisme

Formononétine

N
Daidzine Daidzéine Equol

Génistine Gén istéine p-Ethylphénol

z
Biochanine A

Les voies métaboliques de ces composés chez l’humain ont été proposées

originellement par Setcheil et Adlecreutz 247 Chaque composé peut être retrouvé sous

quatre formes différentes la forme non conjuguée (ou aglycone), les glycosides, les

acétylglycosides et les malonylglycosides. La plupart des PE provenant de l’alimentation

sont sous forme de glycosides (génistine et daidzine) et sont inactifs. Ceux-ci sont

hydrolysés par l’acide gastrique, puis biotransformés par les glucosidases [3 bactériennes

de l’intestin qui relâchent les aglycones (génistéine et daidzéine). Une fois absorbés dans

l’intestin grêle, les isoflavones sont conjugués par le foie avec l’acide glucuronique ou

sulfurique 248 Ces formes-là sont plus solubles mais elles ne sont pas actives 249

contrairement à la forme aglycone. Une faible portion de la forme aglycone est détectée

dans le sang, ce qui montre un fort taux de conjugaison 24$ La fraction glucuronique, qui

est le conjugué prédominant, représente 90% des isoflavones circulants chez le rat 250 et

chez l’humain 251 Ces composés sont ensuite excrétés par l’urine ou la bile. L’intestin et

le foie ont donc un rôle important dans la biodisponibilité des PE et leur excrétion.

La génistéine est transformée en dihydrogénistéine puis en 6’-hydroxy-O-DMA et en

p-éthyl phénol 252,253 La daidzéine est métabolisée en dihydrodaidzéine puis en équol et

0-desméthylangolensine (O-DMA) 252,254-256 Mais, chez les humains, seulement 33%

des individus sont capables de métaboliser la daidzéine en équol, dépendamment de la
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composition de la flore bactérienne intestinale 254,257,258 Dans l’urine et le plasma, on

retrouve la génistéine, la daidzéine, l’équol, la formononétine, la dihydrodaidzéine, le p

éthyl phénol et le O-DMA 252,254,255,259-261 La demi-vie de la génistéine et de la daidzéine

est de 7.9 h chez l’adulte. Les pics de concentration apparaissent entre 6 et $ h après

administration des composés 262

3.2.3 Présence dans l’alimentation

3.2.3.1 Chez l’humain

La principale source alimentaire d’isoflavones chez l’humain est la fève de soya
263,264 Les trois principaux isoflavones présents dans le soya sont la génistéine, la

daidzéine et la glycitéine 265-267 Depuis des siècles, le soya fait partie de l’alimentation

de plusieurs pays. Dans les pays asiatiques, ce sont les japonais qui présentent la

consommation d’isoflavones issus du soya la plus élevée avec des valeurs allant jusqu’à

100 mg/jour (10% de la population) 268 Plusieurs études épidémiologiques ont

déterminé la consommation quotidienne d’isoflavones dans ces populations : Nakamura

a estimé le contenu moyen en isoflavones chez les japonais autour de 27.8 mg/jour 269

Nagata et al. à 20-50 mg/jour (moyenne à 28.7 mg/jour) 270 Wakai et al. à 31.7 mg/jour
271 et Kim et al. à 14.9 mg/jour pour Hong Kong 272 En moyenne, la population

asiatique consomme entre 1$ et 63 mg/jour d’isoflavones sous forme de glucosides 268

Par contre, dans les pays occidentaux, la consommation moyenne d’isoflavones ne

dépasse pas les 2 mg de glucosides/jour 273-275 Chez les personnes végétariennes ou

consommant des produits à base de soya, l’apport quotidien d’isoflavones est semblable

à celui de la population asiatique.

Les concentrations d’isoflavones retrouvées dans le plasma, au Japon, sont de 0.1-

1.2 jiM pour la génistéine et de 0.05-0.9 jiM pour la daidzéine 259,276-27$ Ces valeurs

excèdent de plusieurs ordres de grandeur les concentrations plasmatiques d’œstradiol qui

chez l’homme sont autour de 20 pg/ml et chez la femme varient entre 40 et 500 pg/ml
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suivant le cycle. Chez les végétariens, les taux circulants plasmatiques sont de 17-60 nM

pour la génistéine et de 1$-60 nM pour la daidzéine vs 3-6 nM et 4-9 nIVI respectivement

chez les omnivores 259,279 De manière générale, chez les occidentaux, on retrouve moins

de 40 nM de génistéine et de daidzéine dans le plasma 280 Adlercreutz et al. ont montré

que les japonais (0.16-0.89 1iM; moyenne 0.4 iM) ont des concentrations en isoflavones

7 à 110 fois supérieures à celles des finlandais (7-25 nM; moyenne 12.5 J\4) 278

Les enfants nourris avec des formules à base de lait de soya reçoivent un apport

quotidien en isoflavones de 4.5-8 mg/kg (2$-47 mg d’isoflavones/jour) alors que chez

l’adulte, les taux sont de 1 mg/kg 281 Ces composés passent par le lait maternel pendant

l’allaitement 282,283 Une analyse d’échantillons sanguins a montré des taux plasmatiques

de 2.5 1iM de génistéine et de 1.2 1.iM de daidzéine, ce qui est largement supérieur aux

taux retrouvés chez les enfants nourris avec du lait maternel ou du lait de vache (10
281-283 Les enfants sont donc capables de digérer et d’absorber les PE sous une

forme active 284 De plus, les enfants en Asie naissent avec les mêmes taux plasmatiques

de PE que leurs mères, indiquant un transfert par le placenta pendant la gestation 285

L’enfant peut donc être exposé dès son plus jeune âge et surtout pendant son

développement à de fortes concentrations en PE.

3.2.3.2 Chez le rat

S’il est connu que les isoflavones sont largement présentes dans le plasma et l’urine

de l’humain consommant régulièrement des produits du soya, peu de gens sont

conscients que les nourritures commerciales pour rongeur sont formulées avec du soya

et que de fortes concentrations plasmatiques d’isoflavones se retrouvent chez ces

animaux. En effet, plusieurs isoflavones sont retrouvés dans la nourriture donnée aux

rongeurs, le soya étant utilisé comme source de protéines 286-290 Les concentrations

varient suivant les fournisseurs mais sont généralement assez élevées pour pouvoir

exercer des effets physiologiques dans plusieurs modèles animaux. Des études sur le

contenu en isoflavones de ces nourritures ont été faites aux Etats-Unis 287-289 en Grande-
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Bretagne 291 et en Allemagne 286 En plus de la variation entre fournisseurs, ce contenu

varie d’un lot de nourriture à un autre au sein d’un même fournisseur 289,292 Selon la

provenance de l’alimentation, les concentrations d’isoflavones se situent entre 100 et

830 tg/g de nourriture 286-289 et sont directement proportionnelles au contenu en

protéines de soya 288,289 Le contenu en génistéine varie de 70 à 330 j.rg/g et celui en

daidzéine varie de 75 à 280 tg/g 287-289

Les taux plasmatiques d’isoflavones totaux chez les animaux consommant une

alimentation avec PE se situent autour de 2.6 jig/ml 288 La concentration en génistéine

varie de 0.37 tM à 0.62 jiM et celle en daidzéine varie de 0.25 tM à 0.41 p.M 286,293 Les

variations sont dues aux contenus différents en isoflavones de chaque nourriture et aux

cinétiques différentes selon la souche étudiée. Chez les animaux maintenus sur une diète

exempte de PE, les concentrations de génistéine et de daidzéine peuvent être aussi

basses que 20 ng/ml de plasma 286

Chez les rats néonataux n’ayant pas encore absorbé de lait maternel, on retrouve des

concentrations en isoflavones très élevées (903 ng/ml composés de 44% de génistéine,

37% d’équol et 19% de daidzéine) 28$ Ceci est dû à une accumulation prénatale par

transfert de la mère au foetus pendant la gestation chez le rat 288,294 D’autre part, des

concentrations élevées d’isoflavones se retrouvent dans le plasma de la progéniture

avant leur sevrage. Tout comme chez l’humain, les isoflavones passent par le lait de la

mère consommant une alimentation riche en PE, créant une accumulation de ces

composés chez les ratons 295-297

3.2.4 Mécanismes d’actions

Les principaux composés de la famille des isoflavones à posséder des effets

biologiques sont la génistéine, la daidzéine ainsi que l’équol, métabolite de la daidzéine.

Très peu d’attention est portée au métabolisme des isoflavones et à l’activité biologique

de ces métabolites. Cependant, il a déjà été montré que l’équol a une activité
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oestrogénique 256,298,299 et semble même posséder plus d’affinité pour les récepteurs

oestrogéniques que la daidzéine 300, et que des métabolites des isoflavones peuvent avoir

des propriétés antioxidantes 301•

Les PE possèdent une activité oestrogénique 302-305 Ils sont capables de lier les

récepteur oestrogéniques ERŒ et FR8 298,300,306,307 dont la présence est démontrée dans le

myocarde 206 Ces composés possèdent un anneau phénolique pré-requis pour leur

liaison aux récepteurs oestrogéniques 306 Ils peuvent agir comme agoniste ou comme

antagoniste oestrogénique 308• Leurs actions au niveau cellulaire et moléculaire sont

influencées par plusieurs facteurs, incluant leur concentration, le statut du récepteur, la

présence ou l’absence d’oestrogènes endogènes et le type d’organe ou de cellule cible.

La génistéine est 10 fois plus puissante que la daidzéine et les deux composés sont 10 à

25 fois plus puissants pour le récepteur FR8 vs ERŒ 306,309 Cependant, la puissance de la

génistéine est 3 fois plus faible que celle de l’oestradiol pour FR8 et 100 fois plus faible

pour ErŒ. Pour la daidzéine, elle est 60 fois plus faible pour ERI3 et 1000 fois plus faible

pour ERa par rapport à l’oestradiol 309

En ce qui a trait à l’efficacité d’action des isoflavones par rapport aux oestrogènes

endogènes, les PE ont une activité oestrogénique de l’ordre de 100 à 1000 fois plus faible

que celle du 17b-oestradiol 310 Cependant, l’oestradiol est principalement lié à la SHBG

et à l’albumine sérique alors que les isoflavones, beaucoup moins liés aux protéines

sériques, sont plus disponibles pour les récepteurs 311 D’autre part, les concentrations

plasmatiques d’isoflavones mesurées chez le rat adulte 288 ou chez l’humain 278

consommant des PE excèdent les concentrations d’oestrogènes endogènes de plusieurs

ordres de grandeur. Les isoflavones possèdent beaucoup moins d’affinité que l’oestradiol

pour les ERs mais les concentrations plasmatiques de ces composés sont respectivement

10 à 100 fois plus élevées que les valeurs EC50 des récepteurs FR8 et ERa du rat ou de

l’humain 306,309 ce qui les rend susceptibles d’exercer des effets biologiques par

l’intermédiaire de ces récepteurs.
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Enfin, certains isoflavones possèdent d’autres mécanismes d’action. La génistéine

est reconnue pour être un inhibiteur des récepteurs tyrosine kinases (exceptée la protéine

tyrosine kinase p40) 312,313 Elle agit aussi comme inhibiteur sur d’autres enzymes

comme l’ADN topoisomérase I et 314,315 et l’histidine kinase 316• La génistéine est

aussi capable d’inhiber le cycle cellulaire 317,318 de provoquer l’apoptose 319 d’inhiber

l’angiogénèse 320 et possède une activité antioxydante 321323•

3.2.5 Effets cardio-vasculaires

Plusieurs études épidémiologiques ainsi que des données expérimentales attribuent

aux isoflavones une diminution de risques liés à certaines maladies ainsi qu’un effet

bénéfique sur la santé 277,324-327 D’autre part, les japonais qui consomment plus de soya

ont une incidence plus faible de cancer de la prostate 276,328,329 du sein 276,330-332 et du

colon ainsi que des maladies cardio-vasculaires De plus, les asiatiques, immigrant

dans les pays occidentaux et adoptant une nourriture contenant moins d’isoflavones,

perdent leur protection contre ces maladies 330,331,335-337 La «Food and Drug

administration» recommande de manger 25 g de protéine de soya par jour avec une

alimentation faible en cholestérol et acides gras saturés pour diminuer les risques de

maladies cardio-vasculaires 338

Chez les femmes postménopausées, les HDL diminuent et les LDL augmentent, ce

qui favorise les risques de maladies cardio-vasculaires, en particulier l’athérosclérose 3.

Plusieurs études ont démontré une diminution du taux de cholestérol avec une

alimentation riche en soya chez l’humain 340344 ainsi que chez l’animal 345,346

(diminution du ratio cholestérol total/HDL de 20% chez les rats mâles et de 50% chez

les femelles) et cette relation semble dépendante de la dose Deux études

principales ont démontré le rôle hypocholestérolémiant du soya. Carroll et al., en

révisant deux douzaines d’études chez des personnes ayant un cholestérol normal ou

élevé, ont démontré une diminution du cholestérol total avec une substitution des

protéines animales par des protéines de soya 350 Anderson et al. ont effectué une méta
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analyse de 3$ études qui avaient examiné l’utilisation de protéines de soya afin de

diminuer le cholestérol chez l’humain 351 Trente-quatre des 3$ études montrent une

amélioration du profil des lipides; une ingestion de 31 à 47 g de protéines de soya par

jour diminue les concentrations de cholestérol sérique total de 9.3%, les LDL de 12.9%

et les triglycérides de 10.5% et les PE comptent pour 60-70% des effets observés 351

Néanmoins, toutes les études ne s’entendent pas quant à savoir si les isoflavones sont

responsables des propriétés hypocholestérolémiantes associées aux protéines de soya,

certains ne trouvant aucun effet des isoflavones sur le taux de cholestérol 352354rn Il a

néanmoins été démontré que des suppléments de protéines du soya sans isoflavones

n’ont aucun effet sur le taux de cholestérol chez l’homme le singe 347,356 ou la

souris Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer le mécanisme

d’amélioration du profil des lipides par les PE mais aucune ne semble privilégiée à ce

jour
350,358

Les isoflavones pourraient jouer un rôle dans la diminution des risques associés à

l’athérosclérose par leur effet sur le métabolisme des lipides leur activité

antioxydante ainsi que la réduction de la formation de thrombus 360 et l’amélioration

de la compliance vasculaire 361 qu’ils produisent. Anthony et al. ont montré qu’une

alimentation à base de soya contenant des PE diminuait les lésions athérosclérotiques de

90% par rapport à une alimentation sans protéines de soya et de 50% par rapport à une

diète sans PE 356 Cependant, l’amélioration du profil des lipides et la diminution des

risques liés à l’athérosclérose par les isoflavones ne peuvent expliquer à eux seuls la

diminution de l’incidence des maladies cardio-vasculaires observée avec une

alimentation riche en soya.

En ce qui a trait aux effets directs des PE sur le coeur, il existe très peu d’études. La

génistéine semble limiter la réponse inflammatoire 362 réduire l’apoptose et la taille de

la zone infarcie dans le myocarde soumis à un épisode d’ischémie-reperfusion 363 Zhai

et al. ont également montré que la génistéine et la daidzéine possèdent un effet

cardioprotecteur en préservant la structure myocardique et en améliorant la fonction

après 30 min d’ischémie via un mécanisme en partie dépendant des récepteurs



26

oestrogéniques (relâche de NO et préservation de la structure mitochondriale) 364• Ii a

aussi été montré que la génistéine inhibe les canaux calciques de type L dans les

cardiomyocytes en diminuant la probabilité d’ouverture sans en affecter le temps

d’ouverture ou la conductance 365369• Elle semble agir en partie via une inhibition des

protéines tyrosine kinases 365,36$ mais d’autres mécanismes sont en cause puisque la

daidzéine 369 et l’équol 370 aussi peuvent inhiber les canaux calciques. L’effet

cardioprotecteur de la génistéine durant l’ischémie semble médié en partie par son

inhibition des canaux calciques, empêchant ainsi une surcharge de calcium sur le

myocarde 364 La génistéine est également capable d’inhiber les canaux potassiques 371

Cependant, aucune étude ne s’est penchée sur l’influence possible des PE sur la

morphologie de base du myocarde et leur implication dans le remodelage cardiaque et la

réponse hypertrophique.

4. Projet de recherche

Des observations faites avant mon arrivée dans le laboratoire ainsi que des analyses

préliminaires utilisant les deux souches de rat WKY et WKHA (normotendus mais

présentant des différences de masse cardiaque) nous avaient montré que : 1) la longueur

et la largeur des cardiomyocytes adultes isolés variaient (de façon non proportionnelle)

en fonction de la souche d’origine; 2) dans les 2 souches, les cardiomyocytes de rats

femelles étaient toujours plus courts que ceux des mâles de la même souche ; 3) la

castration des mâles ou des femelles faisaient disparaître les différences qui existaient au

niveau de la morphologie des cardiomyocytes; et 4) les cardiomyocytes de rats nourris

avec une alimentation riche en PE étaient beaucoup plus courts que ceux des rats nourris

avec une diète exempte de PE . Ces données suggéraient que des interactions spécifiques

entre les allèles de certains gènes et le sexe des rats régulent la largeur et la longueur des

cardiomyocytes de façon indépendante et distincte et que certains composés présents

dans la nourriture (les phytoestrogènes) influencent également ces caractéristiques.
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Notre premier objectif a été de déterminer la fenêtre de temps responsable du

raccourcissement des cardiomyocytes par les PE présents dans l’alimentation. Des

gavages de composés phytoestrogéniques présents dans la nourriture (génistéine ou

daidzéine) pendant cette fenêtre de temps ont ensuite été utilisés afin de déterminer si

l’un ou l’autre de ces composés pouvait expliquer l’effet observé sur les cardiomyocytes.

D’autre part, plusieurs études suggèrent que la longueur des cardiomyocytes constitue

un facteur important dans la dilatation ventriculaire et la sensibilité à la décompensation

cardiaque en présence de surcharge hémodynamique. Afin de vérifier si cette hypothèse

est vraie, des animaux exposés ou non aux PE dans l’alimentation ont été soumis à une

surcharge de volume en créant chirurgicalement une fistule aorto-veineuse et évalués de

façon hémodynamique et histologique 12 semaines après la chirurgie. Enfin, pour

vérifier si des loci chromosomiques influençant la morphologie des cardiomyocytes ont

également un impact fonctionnel, les souches de rats WKHA et WKY ainsi que les

lignées congéniques présentant des différences au niveau de cette caractéristique

phénotypique ont été soumis également à une surcharge de volume.

Ces expériences ont abouti à la caractérisation de plusieurs modèles de rats où la

longueur des cardiomyocytes varie en fonction du contexte hormonal et/ou génétique

afin de vérifier si, comme des études précédentes le suggèrent, la longueur de ces

cellules corrèle avec la sensibilité à la défaillance cardiaque. Les études proposées visent

à élaborer des modèles animaux qui permettront par la suite l’identification de gènes liés

à des différences de susceptibilité à la réponse hypertrophique. De plus, cette approche

expérimentale nous a permis de tester l’effet de l’environnement stéroïdien exogène

(exposition par l’alimentation) sur les caractéristiques morphologiques des

cardiomyocytes et son impact au niveau fonctionnel sur le myocarde. Ce dernier point

est d’un intérêt clinique important par extension à l’humain puisqu’il soulève la question

de savoir si une alimentation avec un contenu élevé en PE serait un facteur de protection

contre la décompensation cardiaque qui, rappelons-le, atteint des proportions

épidémiques et est l’une des principales causes de mortalité dans les pays industrialisés.



28

Chapitre 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES

1. Animaux

Toutes les expérimentations effectuées sur les animaux ont été approuvées par le

comité d’éthique animale de l’Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM) et

ont été menées en suivant les lignes directrices du «Canadian Council on Animal

Care ». La nomenclature des lignées et des souches suit les recommandations du

«International Rat Genetic Nomenclature Committee ». Les rats WKHA/Cfd

proviennent d’une colonie gérée à l’IRCM, telle qu’enregistrée au «Institute of

Laboratory Animal Resources ». Les rats WKY/Cfd proviennent également d’une

colonie gérée à l’IRCM et sont les descendants de parents WKY/Cr en provenance de

Charles River (St. Constant, Québec, Canada). Les animaux adultes ont été regroupés (2

à 3 par cage); leur accès à l’eau et à la nourriture est illimité. Les souches WKY et

WKHA sont maintenues sur deux alimentations différentes; l’une contenant du soya et

donc des PE : Ralston Purina 5012 (Agribands, Canada), l’autre dont la source de

protéine est remplacée par de la caséine et qui ne contient pas de PE : « Testdiet ‘s case in

based 5K96 diet» (Ren’s feed, Oakville, ON, Canada). Les animaux maintenus sur la

diète sans PE le sont depuis au moins deux générations. La nourriture avec PE a ensuite

été réintroduite à différents âges (gestation et/ou lactation (0-3 semaines), 0-6, 0-12, 6-

12 semaines). Après la période d’exposition au PE par l’alimentation, les animaux

retournent sur la diète sans PE afin de s’assurer qu’ils n’ont consommé des PE que

pendant la période déterminée. Tous les rats sont maintenus sur un cycle de lumière

12 :12 h, les lumières étant allumées à 6: 00 AM. Les animaux ont été sacrifiés à 12

semaines pour la plupart des mesures.

Les lignées congéniques ont été dérivées en effectuant une série de croisements en

retour entre les souches WKY et WKHA afin d’obtenir des animaux contenant

l’ensemble du génome de la souche receveuse excepté la région d’intérêt du génome de

la souche donneuse, c’est à dire le fragment D5Cfd5O/D5Rat245 du chromosome 5 (ce
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locus couvre une région de 8 millions de paires de base (8 cM)). Les lignées obtenues

sont WKY.WKHA-(D5Cfd5O/D5Rat245) (contenant un fragment de la souche WKHA

dans la souche WKY) et WKHA.WKY-(D5Cfd50ID5Rat245) (contenant un fragment

de la souche WKHY dans la souche WKHA).

2. Expérimentations sur les animaux

2.1 Fistule aorto-veineuse

Une fistule aorto-veineuse (AV) abdominale infrarénale a été effectuée en utilisant la

méthode de Garcia et Diebold comme décrite précédemment (Fig 2.) sur les rats

mâles et femelles suivants à l’âge de 10 semaines: WKHA, WKY et WKY sur la diète

sans PE ainsi que sur les lignées congéniques WKY.WKHA-(D5Cfd5O/D5Rat245) et

WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245). Celle chirurgie permet de produire une

hypertrophie de type excentrique sur les animaux. Brièvement, les animaux sont

anesthésiés avec de l’isoflurane 5% à un débit de 1 L/min d’02 puis maintenus sous

isoflurane 2%, et une laparotomie abdominale ventrale est faite pour exposer l’aorte et la

veine cave caudale ‘1 .5 cm au-dessous des artères rénales là où les deux vaisseaux se

touchent (Fig 2.a.). Après avoir exposé les vaisseaux, une occlusion manuelle est

pratiquée sur ces derniers au-dessus et en dessous du site de la fistule. Une aiguille de

calibre 18 G est insérée dans l’aorte abdominale et avancée à travers la paroi médiane

dans la veine cave pour créer la fistule (Fig 2.b.). L’aiguille est ensuite retirée et le trou

sur l’aorte ventrale est scellé avec du cyanoacrylate (Fig 2.c.). La création de la fistule

AV est clairement visible avec le flot pulsatile de sang oxygéné dans la veine cave. Le

temps d’occlusion total ne dépasse pas 5 minutes. Les incisions dans la musculature

abdominale et la peau sont refermées par des techniques standard avec des points de

suture non-absorbables (soie 4-0) et des « autoclips » respectivement. Les «sham » sont

utilisés pour générer les animaux témoins et servent de contrôles aux animaux opérés.

La procédure reste la même, incluant l’exposition des vaisseaux sauf qu’il n’y a pas de

perforation de l’aorte et de la veine cave.
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Figure 4: Schéma de l’induction expérimentale de la fistule AV

Les rats sont divisés en groupes de 6 «sham » et 9 opérés. Les animaux ont été

sacrifiés 12 semaines après la chirurgie pour les mâles et les femelles. Les animaux

étaient donc âgés de 22 semaines. Avant d’être tués les animaux sont pesés pour

détermination de leur poids corporel. Les rats sont anesthésiés avec de l’isoflurane 5% à

un débit de 1 L/min d’02. Après vérification de la présence de la fistule AV par

inspection visuelle, le coeur est retiré rapidement et un cathéter P.E.90 est inséré dans

l’aorte. Celui-ci est relié à un capteur de pression qui lui-même est relié à un système

d’acquisition et d’analyse (Fowerlab ML 785, ADinstruments, Colorado Springs,

Canada). Le coeur est ensuite immergé dans un Pétri contenant une solution froide de

KCI 100 mM et de NaC1 50 mM et perfusé avec cette même solution pour arrêter le

coeur en diastole. Une fois le coeur arrêté, le cathéter est avancé dans le ventricule

gauche, attaché à l’aorte avec du fil 4-0 et une pression de 15 mmHg est établie dans la

cavité du ventricule avec la solution isotonique de KC1/NaCl 163 Le cathéter est ensuite

coupé et scellé et le coeur est immergé dans sa forme distendue dans 15 ml d’une

solution 10% formaline pour 24h, avant d’être utilisé pour étudier sa morphologie.

D’autre part, les poumons et les ventricules sont pesés et leur poids est rapporté à la

Garcia R. et Diebold S. .

n
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longueur du tibia afin de normaliser l’excès de poids que les animaux ont pu prendre à

cause de la chirurgie, et ces données seront utilisées pour évaluer le degré

d’hypertrophie développé avec la chirurgie.

2.2 Castration et ovariectomie

Une castration a été effectuée chez les mâles WHKA et WKY. Les animaux sont

anesthésiés avec de l’isoflurane 5% à un débit de 1 L/min d’02 puis maintenus sous

isoflurane 2%. La peau du scrotum est incisée sur la partie médiane, puis la tunique qui

recouvre le testicule est coupée. Celui-ci est retiré de la tunique et coupé au niveau du

canal déférent et des vaisseaux sanguins. Après avoir procédé de même pour le

deuxième testicule, la peau est refermée avec des points simples (soie 4-0). Les

ovariectomies ont été pratiquées sur les femelles des mêmes souches. L’anesthésie a été

réalisée dans les mêmes conditions. La peau et la couche musculaire sont coupées sur

1.5 cm sur le flanc, sous le niveau de la cage thoracique. Après isolation de la corne

utérine et de l’ovaire, une section est pratiquée entre les deux et l’ovaire est retiré. La

corne utérine est remise en place, le muscle refermé avec de la soie 4-0 et la peau avec

des «autoclis ». La même procédure est appliquée de l’autre côté de l’animal pour

retirer le deuxième ovaire. Les «sham » sont réalisés pour générer les animaux témoins.

2.3 Mesures d’indices de contractilité cardiaque

Les mesures de contractilité sont effectuées sur l’animal maintenu sous anesthésie

(fentanyl/dropéridol 1:1, 0.0015 mL/g) avec un cathéter Millar Mikro-Tip SPR407, taille

2F (Millar instruments mc, Houston, TX, USA) inséré dans la carotide droite puis

avancé dans la cavité du ventricule gauche. L’enregistrement du signal carotidien est

d’environ 30 sec et celui du signal ventriculaire d’environ 1 min. L’acquisition des

données se fait grâce au système d’acquisition de données FowerÏab ML 785

(ADlnstruments, Colorado Springs, Canada). La pression ventriculaire moyenne (LVP)

et le rythme cardiaque sont enregistrés directement et transmis sur l’ordinateur via le

système Powerlab. Les autres données sont ensuite calculées à partir de ces variables. La
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pression ventriculaire en fin de systole (LVESP) est déterminée comme étant le

minimum du cycle de la LVP et la pression ventriculaire en fin de diastole (LVEDP)

comme étant le maximum du cycle de la LVP. La dérivée de la pression en fonction du

temps (dP/dt) est calculée à partir du canal LVP. Les minima et maxima sont ensuite

calculés directement à partir de la courbe dP/dt. La constante de temps de la chute de

pression du VG pendant la phase de relaxation isovolumétrique, tau, est calculée

directement dans le logiciel d’analyse Fowerlab ML 785 (ADinstruments, Colorado

Springs, Canada) 372 (consulter le manuel à http://www.adinstruments.com/updates

appnotes/cfw5 appnotes/Peak_Parameters.pdf).

2.4 Gavage de phytoestrogènes

Des gavages ont été effectués sur les rats WKY nourris avec la diète sans PE. Six

femelles ont été accouplées avec des mâles (deux femelles pour un mâle). Elles ont été

gavées pour une période de 6 semaines allant du premier jour de l’accouplement jusqu’à

3 semaines après la naissance des bébés, période correspondant à la gestation et à la

lactation. Deux femelles ont reçu la génistéine (LC Laboratories, Wobum, MA), deux

autres la daidzéine (LC Laboratories, Wobum, MA) et les deux dernières ont reçu un

véhicule, le carboxyméthylcellulose «mediurn-viscosity » (Sigma, St-Louis, MO). En

assumant que la quantité de nourriture consommée par un animal est de 30 g par jour et

que la nourriture Purina 5012 contient 25O tg de génistéine ou de daidzéine par g de

nourriture 287,288 la dose quotidienne de chacun des composés que doivent recevoir les

animaux correspond à 7.5 mg (250*30 = 7500 jig = 7.5 mg). La quantité administrée a

ensuite été ajustée au poids de chaque animal pendant la gestation puis à la quantité de

nourriture consommée par chaque animal après la naissance des bébés. Les composés

ont été dilués dans une solution de carboxyméthylcellulose 1% et administrés avec une

aiguille de gavage.
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3. Histologie et morphologie

Après 24 h de fixation dans la formaline 10%, le coeur prélevé des animaux ayant eu

une fistule AV est coupé dans un plan sagittal au niveau du milieu des ventricules afin

de générer une tranche de 2 mm d’épaisseur. Des images de chaque côté des sections

sont prises sous un microscope binoculaire Leica MZ12 avec un objectif 1 X-0.5 X relié

à une vidéocaméra pour analyse ultérieure. Des mesures de la surface des deux

ventricules, du VG et de la cavité du VG sont effectuées avec le logiciel «Northern

Eclïse » version 6.0 de «Empix imaging » (Mississauga, ON, Canada). La taille du

ventricule droit, l’épaisseur de la paroi du ventricule gauche et l’épaisseur relative de la

paroi du ventricule gauche sont déterminées à partir des données mesurées afin

d’évaluer si la chirurgie créée sur les animaux a affecté la surface de la cavité, celle de la

paroi ou les deux à la fois.

4. Isolement des cardiomyocytes

Les cardiomyocytes ont été isolés des coeurs de groupes de 6 rats mâles et 6 rats

femelles de 12 semaines (excepté les rats ayant eu une fistule aorto-veineuse où les

animaux ont été sacrifiés à 22 semaines) des souches WKHA et WKY. Différents

groupes d’animaux ont été utilisés avec ou sans castration (mâles et femelles),

alimentation avec ou sans PE, changements d’alimentation à différents temps et

administration de composés par gavage. Les cardiomyocytes sont isolés des deux

ventricules. Campbell et al. a analysé la morphologie des cardiomyocytes du VG et du

VD et a montré que ceux du VD étaient plus petits De même, à l’intérieur du VO, il

existe des différences dans les dimensions des cardiomyocytes suivant que ceux-ci

proviennent de l’endomyocarde ou de l’épimyocarde 40• Cependant l’extraction des

cardiomyocytes du VD est techniquement difficile et ces cellules représentent 10% des

cellules des deux ventricules. Pour ces raisons, les cardiomyocytes sont donc isolés des

deux ventricules. Le biais causé par des cardiomyocytes plus petits du VD ou différents

suivant leur origine dans le VO est alors normalisé par le fait que le VD et le VG entiers
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sont gardés Four tous les animaux. Les solutions de Krebs-Henseleit (KH) (contenu en

mmol/L NaC1 11$; KC1 4.7; CaC12 1.25; MgS047H20 1.2; KH2PO4 1.2; NaHCO3 25;

et dextrose 11; pH 7.4) et de Milieu 199 (milieu 199 (Sigma, Oakville, ON, Canada)

4.89 g; BSA 0.2% «fatty acidfree » (Roche Diag, Laval, QC, Canada); et contenu en

mmol/L: créatine 5; L-carnitine 2; taurine 5; acide ascorbique 0.1; NaHCO3 26.2;

HEPES 0.02; penicilline 100 U/ml et streptomicine 100 tg/m1; pH 7.25) sont préparées

la veille et conservées à 4°C. Les solutions utilisées pour perfuser le coeur (KH avec Ca2

et sans Ca2j ont été préalablement oxygénées pendant 20 minutes (02 95%/C02 5%).

Le coeur est retiré rapidement des animaux anesthésiés (0.1$ cc de Ketaset + 0.0$ cc

Xylasine) et les cardiomyocytes tolérants au Ca2 sont isolés selon la méthode

Langendorff (perfusion aortique rétrograde) 163,373 Le coeur installé sur l’aiguille reliée

au système de perfusion est rincé (±5 mL/min suivant la dilatation du coeur) pendant 5

minutes dans une solution KH à 37°C. Une solution KH à 37°C sans Ca2 est ensuite

utilisée pour arrêter les battements cardiaques (5 minutes). Le coeur est perfusé pendant

20 minutes avec du tampon KH normal à 37°C contenant 200 U/ml de collagénase

(CLS2, Worthington Biochemical Corp, Lakewood, NJ, USA) (dégrade le collagène

fibrillaire) et 0.3 mg/ml de hyaluronidase (Roche Diag, Laval, QC, Canada) (dégrade les

glycoprotéines) pour dissocier les cellules du tissu. Les oreillettes sont ensuite ôtées et

les deux ventricules sont gardés. Les ventricules sont ensuite émincés et incubés dans du

tampon KH contenant de la trypsine (Roche Diag, QC, Canada) (protéase à sérine qui

dégrade les protéines de la matrice) (0.2 mg/ml) pour dissocier le tissu et de la DNAse I

(Roche Diag, Lavai, QC, Canada) (0.2 mg/ml) pour dégrader l’ADN, à 37°C avec

agitation pendant 10 minutes. La suspension cellulaire est passée à travers un filtre dont

les pores sont de 200 iim et centrifugée à 1000 rpm pour 60 secondes. Les cellules sont

ensuite resuspendues dans 10-15 ml d’une solution de lavage (KH/milieu 199 1:1, FBS

10%) et sédimentent pendant 20 minutes. La procédure est répétée 3 fois puis les

cellules sont resuspendues dans 10 ml de solution de lavage. Les cellules sont ensuite

déposées sur 10 ml de BSA («fatty acidfree ») 6% pour séparer les cardiomyocytes des

autres types cellulaires. Le culot contient les cardiomyocytes isolés qui sont observés au

microscope pour vérifier la qualité des cellules. Les cardiomyocytes sont fixés dans un

tampon phosphate 0.0$ M pH 7.4 contenant de la glutaraldéhyde 1.5% pendant 15
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minutes puis lavés avec du tampon phosphate 0.1 M pH 7.4. Les cellules sont

conservées dans ce dernier tampon à 4°C. Il a été montré que cette solution préservait le

volume des cellules fixées et évitait la contraction des cellules Les cellules sont

ensuite analysées au microscope.

5. Mesure des cardiomyocytes isolés

Les cardiomycytes fixés et provenants des ventricules gauche et droit sont déposés

dans des Pétris contenant du tampon phosphate 0.1 M, la journée même ou le lendemain

de l’isolation des cellules. Des images de ces cellules sont prises sous un microscope

Zeiss Axiovert avec un objectif ÏOX relié à une vidéocaméra pour analyses ultérieures.

Le logiciel «Northern EcÏise » version 6.0 est ensuite utilisé pour mesurer la longueur

(définie comme la plus grande longueur parallèle à l’axe longitudinal des

cardiomyocytes) et la surface (mesurée manuellement en faisant le contour de la cellule)

d’environ 100 cellules (±5) par animal étudié. La largeur est déterminée en divisant la

surface par la longueur. Ces mesures permettent la détermination d’un ratio

longueur/largeur des cardiomyocytes isolés.

6. Dosage des hormones sexuelles

Les hormones sexuelles ont été dosées pour les mâles et femelles des souches

WKHA et WKY consommant la nourriture avec PE et les WKY consommant celle sans

PE. Les échantillons de sang sont prélevés au niveau de l’aorte descendante dans une

seringue contenant de l’EDTA (6 mM), sur les animaux anesthésiés (0.1$ cc de Ketaset

+ 0.0$ cc Xylasine). Après 15 minutes de centrifugation à 4000 rpm, le plasma est

recueilli et conservé à -20°C. La fraction non conjuguée de la testostérone, de la

progestérone et du 1 7f3-estradiol a été dosée par RIA avec des trousses spécialisées ICN

Pharmaceuticals (Costa Mesa, CA, USA).
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7. Détermination de la pression artérielle

Les pressions systolique et diastolique sont continuellement enregistrées par

radiotélémétrie 375,376 Les transmetteurs télémétriques (Datasciences International; $t.

Paul, IvIN, USA) sont implantés dans la cavité abdominale des rats (avec le cathéter

inséré dans la portion distale de l’aorte descendante) à l’âge de 10 semaines. Après 2

semaines de récupération, les données télémétriques sont enregistrées pendant 14 jours

en continu avec le système «Dataquest ART 2.3 » (Datasciences International, St. Paul,

MN, USA). L’acquisition des données se fait toutes les 5 minutes pour 10 secondes et

des moyennes pour chaque heure sont utilisées pour obtenir les pressions systolique,

diastolique ainsi que le niveau d’activité de chaque rat. La pression artérielle du jour

(période de repos de l’animal) est définie comme la moyenne des valeurs comprises

entre 10 et 15 h alors que celle de nuit (période d’activité de l’animal) est déterminée à

partir des valeurs comprises entre 22 et 4 h.

8. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été faites en utilisant le logiciel « GraphFad

Frism 4 » (Graphpad Software mc, San Diego, CA, USA). Le test t de Student a été

utilisé afin de comparer deux groupes de valeurs. Une ANOVA a été utilisée afin de

comparer plusieurs groupes de valeurs entre eux. Le test post-hoc de Tukey a ensuite été

utilisé pour examiner les différences significatives observées avec l’ANOVA. p 0.05

est considéré significatif.
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Chapitre 3 : RÉSULTATS

1. Caractéristiques des cardiomyocytes de rat adulte

1.1 Caractéristiques de base

Les cardiomyocytes des mâles et femelles WKHA et WKY, intacts et nourris avec

une alimentation standard présentent des différences de morphologie (Tab I.). Dans les

deux souches, les cardiomyocytes de rats adultes de 12 semaines sont plus longs chez les

mâles que chez les femelles. Entre les mâles des deux souches, la longueur ne varie pas

alors qu’au niveau de la largeur, les cardiomyocytes des WKHA sont plus larges que

ceux des WKY. Chez les femelles, c’est la longueur qui varie entre les deux souches

les WKHA possédant des cardiomyocytes moins longs que les WKY, alors que la

largeur ne varie pas entre les deux souches. Cependant, dans les deux sexes, le résultat

de ces différences de morphologie est que le ratio L/l est plus élevé chez les WKY que

chez les WKHA.

1.2 Effet de l’alimentation

La présence de PE dans l’alimentation affecte les caractéristiques des

cardiomyocytes des rats adultes de 12 semaines (Fig 5. et 6.). La nourriture contenant

des PE a été remplacée par une diète sans PE sur au moins deux générations pour éviter

tout transfert de ces composés de la mère aux petits. La figure 5 montre les résultats chez

les WKY. La longueur des cardiomyocytes des mâles WKY augmente de 14% en

l’absence de PE dans la nourriture (125.53 tm à 143.07 tm, p E 0.001) et la largeur de

9.6% (22.40 im à 24.55 tm, p 0.00 1), ce qui augmente légèrement le ratio L/l de 4%

(5.709 à 5.933, p 0.05). Chez les femelles WKY, la longueur augmente de 13.4%

(119.50 j.im à 135.46 jim, p 0.001) mais la largeur n’est pas affectée (22.27 tm vs

22.71 jim), ce qui augmente le ratio L/l de 11.7% (5.451 à 6.089, p 0.001).
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Tableau I. Caractéristiques des cardiomyocytes de rats WKHA et WKY adultes âgés de
12 semaines.

Sexe Souche Longueur (pm) Largeur (pm) Ratio Lu

Mâles WKY 125.53± 1.53 22.40±0.29### 5.709±0.052###

WKI-IA 124.43±1.O$*** 25.46±0.23*** 4959±0049***

Femelles WKY 119.50±0.48** if 22.27±0.17 5.451 ±0.039** if

WKHA 114.20± 1.45 22.54±0.14 5.148±0.039

Les valeurs de la longueur, de la largeur et du ratio Lu des cardiomyocytes isolés de rats
adultes des souches WKHA et WKY sont exprimées en moyennes ± SEM (n = 6). ‘, p
<0.01 vs les femelles WKHA; if, p <0.01 vs les mâles WKY; p < 0.001 vs les
femelles WKHA; ###, p 0.00 1 vs les mâles WKHA.
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Figure 5. Effet des hormones sexuelles et des PE sur la morphologie des cardiomyocytes
des mâles et femelles WKY âgés de 12 semaines.
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La figure 6 présente les résultats chez les WKHA. Chez les adultes de 12 semaines,

les femelles WKHA réagissent de la même manière que les femelles WKY. La longueur

de leurs cardiomyocytes augmente de 14.8% en l’absence de PE (1 14.20 jim à 131.05

J.im, p 0.001) tandis que la largeur ne varie pas (22.54 tm vs 22.79 jim), ce qui

augmente le ratio Lu de 13.5% (5.148 à 5.842, p 0.001). Cependant, les mâles WKHA

ne répondent pas au changement d’alimentation: la longueur, la largeur et le ratio Lu

restent les mêmes.

La différence de longueur des cardiomyocytes observée avec le retrait des PE de

l’alimentation est déjà présent chez les animaux à l’âge de 6 semaines (Fig 7.). En effet,

les mâles WKY ont déjà une augmentation de la longueur de 11.1% sans variation de

largeur, ce qui augmente le ratio LI! de 13%. Chez les femelles WKY de 6 semaines la

longueur augmente également de 11.1% sans variation de la largeur, ce qui augmente le

ratio LIl de 12.5%.

En résumé, ces résultats montrent un effet important de la présence de PE dans

l’alimentation des rats, avec une diminution de la longueur des cardiomyocytes ainsi que

du ratio Lu des mâles et femelles WKY et des femelles WKHA. Il est à noter que cette

différence est effective dès l’âge de 6 semaines.

1.3 Effet de la gonadectomie combinée à une alimentation avec ou sans PE

Les mâles et les femelles ne répondent pas de la même manière à la gonadectomie, et

ceci dépend de la présence ou de l’absence de PE dans l’alimentation (Fig 5. et 6.). La

figure 5 présente les résultats chez les WKY. En présence de PE, la castration n’a aucun

effet sur la longueur des cardiornyocytes des mâles WKY mais présente un léger effet

sur leur largeur ce qui diminue légèrement le ratio LI! de 5.4%. A l’inverse, les

cardiornyocytes des femelles WKY augmentent de 4.5% sans variation dans la largeur.

Les variations sont cependant trop faibles pour affecter le ratio Lui. En l’absence de PE,

les mâles WKY réagissent à la castration avec une diminution concomitante de 6.6% de
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Figure 6. Effet des hormones sexuelles et des PE sur la morphologie des cardiomyocytes
des mâles et femelles WKHA âgés de 12 semaines.
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Figure 7. Effet de l’alimentation sur la morphologie des cardiomyocytes des mâles et
femelles WKY âgés de 6 semaines.
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la longueur et de 6.9% de la largeur, ce qui maintient le ratio Lu. Cependant

l’ovariectomie chez les femelles WKY, en l’absence de PE dans l’alimentation, n’affecte

pas les dimensions des cardiomyocytes.

Les résultats pour les WKJ-TA sont présentés dans la figure 6. Les cardiomyocytes

des femelles WKHA présentent également la même réponse à l’ovariectomie que les

femelles WKY, quelque soit l’alimentation. En présence de PE, la longueur des

cardiomyocytes des femelles WKHA augmente de 5.8% sans variation de la largeur, ce

qui augmente légèrement le ratio Lu de 7.3%. Par contre l’ovariectomie en l’absence de

PE chez les femelles WKHA ne produit aucun effet, comme pour les femelles WKY.

Les mâles WKHA ne répondent pas plus à un changement d’alimentation qu’à la

castration. En présence de PE la castration n’a aucun effet et en l’absence de PE non

plus.

Que ce soit en présence ou en absence de PE, la gonadectomie dans les deux sexes

abolit les différences de longueur des cardiomyocytes qui sont observées normalement

entre les mâles et les femelles (en présence de leurs gonades). En effet, chez les WKY

gonadectomisés, en présence de PE, la longueur est de 125.85 iim pour les mâles et de

124.93 j.im pour les femelles et en l’absence de PE, la longueur est de 133.97 jim pour

les mâles et de 136.41 jim pour les femelles. La figure 8 montre que la différence de

longueur et de ratio L/l des cardiomyocytes observée en situation normale est perdue

entre les mâles et les femelles WKY en l’absence de PE dans l’alimentation et

d’hormones sexuelles par gonadectomie (enviroimement stéroïdien nul).

En résumé, les hormones sexuelles semblent être responsables des différences dans

les caractéristiques des cardiomyocytes observées normalement entre les mâles et les

femelles. De plus, la gonadectomie affecte le ratio L/l des cardiomyocytes des rats

femelles en présence de PE dans l’alimentation mais pas en leur absence, alors que chez

les rats mâles, la gonadectomie affecte le ratio L/l des cardiomyocytes en l’absence de

PE dans l’alimentation mais pas en leur présence.
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figure 8. Effet de l’environnement stéroïdien sur la morphologie des cardiomyocytes
des mâles et femelles WKY âgés de 12 semaines.
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1.4 Réintroduction des PE à différents temps chez les WKY

La réintroduction des PE à différents temps par l’intermédiaire d’un changement

d’alimentation a été faite chez les rats WKY car les cardiornyocytes des animaux des

deux sexes de cette souche sont sensibles aux PE, contrairement aux WKHA. Les rats

WKY qui consommaient une diète sans PE depuis au moins deux générations ont donc

été mis sur la nourriture qui en contenait pour une certaine période de temps. La

réintroduction des PE dans l’alimentation entre 6 et 12 semaines chez les WKY castrés

(pour éviter toute interaction avec les hormones sexuelles endogènes) n’a aucun effet sur

la morphologie des cardiomyocytes adultes de 12 semaines. Les données (qui ne sont

pas présentées sous forme de figure ou de tableau) sont les suivantes : pour les mâles, les

valeurs sont de 133.97 + 1.39 im vs 133.81 + 0.85 tm pour la longueur, de 22.87 ± 0.20

jim vs 22.82 ± 0.11 jim pour la largeur et de 5.967 ± 0.056 vs 5.971 ± 0.029 pour le ratio

L/l sans ou avec PE respectivement; chez les femelles les valeurs sont de 136.41 ± 0.79

iim vs 132.2$ ± 0.34 im pour la longueur, de 22.6 1 ± 0.27 iim vs 22.47 ± 0.20 jim pour

la largeur et de 6.143 + 0.071 vs 5.999 + 0.067 pour le ratio L/l sans ou avec PE

respectivement.

Par contre, la réintroduction de PE entre la naissance et l’âge de 12 semaines a des

effets sur les cardiomyocytes des WKY adultes (les données ne sont pas présentées sous

forme de figure ou tableau). Ainsi, chez les mâles WKY, comparativement aux animaux

qui n’ont jamais consommé de PE, leur présence entre O (correspondant à la naissance)

et 12 semaines diminue la longueur des cardiomyocytes de 143.07 + 1.34 iim à 135.26 +

0.64 tm (5.5%; p 0.01) et la largeur de 24.55 + 0.13 jim à 23.53 ± 0.24 pm (4.2%; p

0.05), ce qui ne change pas le ratio L/l. Chez les femelles aussi la longueur diminue de

135.46 + 1.09 tm à 128.40 ± 0.89 tm (5.2%; p 0.001) sans variation de la largeur ce

qui diminue le ratio L/l de 6.089 ± 0.65 à 5.871 + 0.17 (4.6%; p 0.05). La

réintroduction des PE entre O et 6 semaines a les mêmes effets sur les cardiomyocytes

que celle entre O et 12 semaines. Ainsi, chez les mâles WKY, la longueur diminue de

6.1% (p 0.001) et la largeur de 4.2% (p 0.01) ce qui ne change pas le ratio L/l. Chez
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les femelles, la longueur diminue de 6.4% (p 0.001) sans variation de la largeur ce qui

diminue le ratio Lu de 5.2% (p 0.01). Cependant, l’ajout de PE entre O et 12 ou O et 6

semaines ne parvient pas à ramener les valeurs des cardiomyocytes à celles des WKY

ayant toujours consommé des PE.

Les PE ont ensuite été réintroduit chez les WKY depuis l’accouplement jusqu’à la

troisième semaine après la naissance (qui correspond à la fin de la période de lactation)

chez la mère. Les bébés n’ont donc jamais consommé directement de PE mais y ont été

exposés par le placenta puis par le lait maternel. Les données sont présentées dans la

figure 9. Les cardiomyocytes de ces animaux à 12 semaines présentent des valeurs

similaires à ceux des WKY adultes ayant toujours consommé des PE. Enfin, la

réintroduction des PE pendant la gestation ou pendant la lactation diminue sensiblement

la longueur et le ratio Lu des cardiomyocytes, mais pas suffisamment pour obtenir les

valeurs des WKY ayant toujours consommé des PE.

1.5 Remplacement des PE par la génistéine ou la daidzéine

La fenêtre de temps choisie pour l’administration de différents composés est la gestation

plus la lactation étant donné que cette période suffit à reproduire les effets des PE

lorsque ceux-ci sont consommés pendant la gestation et la lactation par la mère (Fig 9.).

L’administration par gavage de la génistéine ou de la daidzéine (deux isoflavones qui

correspondent aux PE les plus abondants retrouvés dans l’alimentation des animaux) a

été faite sur des WKY consommant une diète sans PE. Les données sont présentées dans

la figure 10. Les WKY ayant reçu le véhicule présentent quelques changements dans les

grandeurs des cardiomyocytes par rapport aux rats qui consomment la diète sans PE

mais ceci n’affecte pas le ratio LI! des mâles (5.933 vs 5.71$) et des femelles (6.089 vs

5.995) et ne cause pas de changements significatifs. L’administration de génistéine seule

ramène les valeurs des cardiomyocytes à celles des animaux ayant consommé des PE

pendant la gestation et la lactation. L’administration de daidzéine seule donne les mêmes

résultats que la génistéine, à savoir des valeurs équivalentes à celles des animaux ayant

consommé des PE pendant la même fenêtre de temps. Ainsi, la présence d’un seul de ces
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figure 9. Effet de la réintroduction des PE à différents temps sur la morphologie des
cardiornyocytes des mâles et femelles WKY âgés de 12 semaines.
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n Figure 10. Effet des suppléments de génistéine ou de daidzéine sur la morphologie des
cardiomyocytes des mâles et femelles WKY âgés de 12 semaines.
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composés suffit à reproduire les effets des PE sur les cardiomyocytes observés dans la

figure 5.

1.6 Effet d’une fistule AV chez les mâles et femelles WKHA, WKY et WKY

(-PE)

La surcharge de volume induite par une fistule AV provoque une élongation des

cardiomyocytes. Les données pour la longueur des cardiomyocytes des mâles WKY et

WKHA 12 semaines après la chirurgie sont présentées dans le tableau II. Chez les mâles

WKY la longueur augmente de 9% (p 0.001), la largeur de 10% (p 0.001, donnée

non présentée) et le ratio L/l ne varie pas. Chez les mâles WKHA, la longueur augmente

de 11% (p 0.001), la largeur augmente légèrement (+ 3%, p 0.05, données non

présentées) ce qui augmente le ratio L/l de 8% (p 0.00 1).

Les données pour la longueur des cardiomyocytes des femelles WKY et WKI-JA 12

semaines après la chirurgie sont présentées dans le tableau III. Chez les femelles WKY,

la longueur des cardiomyocytes augmente de 10% (p 0.001). La largeur augmente de

5% (p 0.001, donnée non présentée), ce qui augmente légèrement le ratio L/l de 4% (p

0.05). Les femelles WKHA présentent une augmentation de la longueur plus

importante 12 semaines après la chirurgie que les WKY; la longueur augmente de 16%

(p < 0.001). La largeur et le ratio L/1 augmentent également de 6% (p E 0.001, donnée

non présentée) et de 10% (p 0.00 1) respectivement.

Les cardiomyocytes des rats consommant une diète sans PE répondent différemment

à la surcharge de volume. Les données, 12 semaines après la création d’une fistule AV,

sont présentées dans le tableau IV pour les femelles. Les résultats chez les mâles ne sont

pas présentés à cause d’un nombre insuffisant d’animaux. Chez les femelles WKY

consommant la diète sans PE, l’élongation des cardiomyocytes est plus marquée (16%)

que celle des animaux consommant des PE (10%). La largeur augmente également ce

qui n’affecte pas le ratio LI!.
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2. Morphologie du coeur

2.1 En conditions basales

La morphologie du coeur à l’état basal (chez les animaux n’ayant pas subi de fistule

AV) est différente entre les animaux consommant une nourriture avec ou sans PE. Les

données sur les mâles WKY adultes de 22 semaines sont présentées dans le tableau V et

celles concernant les femelles dans le tableau IV. Le poids des ventricules et celui des

poumons rapportés à la longueur du tibia ne varient pas selon la présence ou l’absence

de PE dans l’alimentation autant chez les mâles que chez les femelles. De même, le

poids du corps ne varie pas selon que les animaux soient nourris avec ou sans PE (mâles

+PE: 300 ± 5 g vs —PE: 292 ± 5 g; femelles +PE: 182 ± 7 g vs —PE: 186 ± 7 g)

(données non présentées dans les tableaux). Par contre, la surface des ventricules

augmente de 22% chez les mâles et de 38% chez les femelles et la surface de la cavité

du VG augmente de 46% chez les mâles et de 82% chez les femelles quand les animaux

consomment une diète sans PE.

2.2 Après induction d’une fistule AV

Les coeurs des animaux soumis à une surcharge de volume ont été analysés 12

semaines après la chirurgie, c’est-à-dire chez des rats adultes de 22 semaines. Les valeurs

pour les mâles WKY et WKHA sont présentées dans le tableau II. Le ratio poids des

ventricules/longueur du tibia augmente de 18% chez les WKY et de 50% chez les

WKHA. Le ratio poids des poumons/longueur du tibia augmente de 5% chez les WKY

et de 35% chez les WKHA. La surface des ventricules augmente de 17% chez les WKY

et de 42% chez les WKHA et celle de la cavité du VG augmente de 28% chez les WKY

et de 83% chez les WKHA. Les mâles WKHA présentent donc une hypertrophie

excentrique plus prononcée par rapport aux mâles WKY. Les valeurs pour les femelles

WKY et WKHA sont présentées dans le tableau III. Les femelles WKY ne montrent pas
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de signes d’hypertrophie contrairement aux mâles WKY qui présentent une hypertrophie

modeste. Chez les femelles WKY, les ratios poids des ventricules!longueur du tibia et

poids des poumons! longueur du tibia n’augmentent pas alors qu’ils augmentent de 48%

et 25% respectivement chez les femelles WKHA. De plus, la surface des ventricules et

celle de la cavité du VG n’augmentent pas non plus chez les WKY alors qu’ils

augmentent de 48% et de 131% respectivement chez les WKHA. En résumé, les

femelles WKY présentent une hypertrophie moins marquée que les mâles WKY. Les

femelles WKHA présentent une hypertrophie excentrique comparable à celle des mâles

WKHA. Enfin, contrairement aux WKY, les WKHA montrent des signes évidents

d’hypertrophie excentrique que ce soient les mâles ou les femelles.

L’impact de l’alimentation sur la morphologie du coeur en présence d’une fistule AV

a également été analysé. Les données pour les mâles WKY sont disponibles dans le

tableau IV. Les mâles qui consomment la diète sans PE présentent une hypertrophie

excentrique plus développée que les animaux qui consomment des PE. Les ratios poids

des ventricules/longueur du tibia et poids des poumons! longueur du tibia pour les mâles

WKY qui consomment la diète sans PE augmentent de 44% et de 11% respectivement.

La surface des ventricules et celle de la cavité du VG augmentent de 39% et de 40%

respectivement.

Les valeurs pour les femelles WKY sur l’alimentation avec ou sans PE sont

présentées dans le tableau V. Par rapport aux femelles WKY qui consomment la

nourriture avec PE et qui ne présentent pas de signe d’hypertrophie, les animaux qui

consomment la diète sans PE sont largement hypertrophiés et dilatés. Les ratios poids

des ventricules/longueur du tibia et poids des poumons!longueur du tibia augmentent de

26% et de 17% respectivement. La surface des ventricules et celle de la cavité du VG

augmentent de 16% et de 37% respectivement. Ces réponses différentes à la fistule AV

en fonction de la présence ou de l’absence de PE dans l’alimentation sont bien visibles

sur la figure 11.

Enfin, les données pour les mâles des lignées congéniques WKY.WKHA
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Figure 11. Effet de l’alimentation sur la morphologie des ventricules des femelles WKY
en réponse à la fistule AV (12 semaines après la chirurgie).

Diète à base de soya
(+PE)

“SHAM” ACF

Diète à base de caséine
(-PE)

“SHAM” ACF
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(D5Cfd5O/D5Rat245) et WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245) sont présentées dans le

tableau VI. Chez les mâles, les WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245) soumis à la fistule

AV développent de l’hypertrophie. Les ratios poids des ventricules/longueur du tibia et

poids des poumons/longueur du tibia augmentent de 36% et de 14% respectivement chez

les WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245) et de 44% et de 20% respectivement chez les

WKY.WKHA-(D5Cfd5O/D5Rat245). La surface des ventricules et celle de la cavité du

VG augmentent de 31% et de 45% respectivement chez les WKHA.WKY

(D5Cfd50/D5Rat245) et de 48% et de 67% respectivement chez les WKY.WKHA

(D5Cfd5O/D5Rat245). Ainsi, chez les mâles WKY.WKHA-(D5Cfd50/D5Rat245)

l’hypertrophie est présente mais semble plus prononcée que chez les WKHA.WKY

(D5Cfd5O/D5Rat245). On retrouve donc des degrés d’hypertrophie similaires entre les

souches, en comparaison des souches parentales où les WKHA développent également

plus d’hypertrophie que les WKY.

Les résultats pour les femelles des lignées congéniques sont présentés dans le tableau

VIT. Les deux lignées semblent atteindre le même degré d’hypertrophie quand elles sont

soumises à la fistule AV contrairement aux souches parentales chez qui seuls les WKHA

développaient de l’hypertrophie. Les ratios poids des ventricules/longueur du tibia et

poids des poumons/longueur du tibia augmentent de 51% et de 21% respectivement chez

les WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245) et de 59% et de 14% respectivement chez les

WKY.WKHA-(D5Cfd5O/D5Rat245). La surface des ventricules et celle de la cavité du

VG augmentent de 46% et de 106% respectivement chez les WKHA.WKY

(D5Cfd5O/D5Rat245) et de 50% et de 91% respectivement chez les WKY.WKHA

(D5Cfd5O/D5Rat245).

3. Mesures de contractilité

La pression en fin de diastole du VG (LVEDP), la pression en fin de systole du VG

(LVESP), le différentiel de pression minimum (dPldt(-)) et maximum (dP/dt(+)) ainsi

que tau ont été calculés 12 semaines après création d’une fistule AV sur les animaux
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«sham » et opérés. Les animaux étaient donc âgés de 22 semaines. Les données pour les

mâles et femelles WKY et WKHA sont présentées dans le tableau VIII. Pour les mâles

WKY, la LVEDP, la LVESP, le dP/dt (-) ainsi que le dP/dt (+) ne varient pas en

présence d’une surcharge de volume. Pour les mâles WKHA, il n’y a pas non plus

d’augmentation de ces variables suite à la fistule AV. Par contre, la constante de temps

tau ne varie pas pour les WKY mais augmente de 41.1% (p 0.01) pour les WKHA

après induction d’une fistule AV. De même que pour les mâles, pour les femelles WKY,

la LVEDP. la LVESP, le dP/dt (-) et le dP/dt (+) présentent des valeurs similaires à l’état

basal et après la chirurgie. Pour les femelles WKHA également, ces variables

n’augmentent pas suite à la chirurgie. Par contre, comme pour les mâles, la constante de

temps tau augmente légèrement pour les femelles WKY mais augmente de façon

marquée (61.2%, p 0.0 1) pour les femelles WKHA après induction d’une fistule AV.

Les mesures de contractilité pour les mâles et femelles WKY consommant la diète

sans PE sont présentées dans le tableau IX. Pour les mâles, les valeurs de LVEDP, de

LVESP, de dP/dt (-) et de dP/dt (+) ne varient pas 12 semaines après induction d’une

surcharge de volume. Pour les femelles également, ces valeurs n’augmentent pas en

présence de la fistule AV. Cependant, la constante de temps tau augmente pour les mâles

(33.4%, p 0.05) ainsi que pour les femelles (33.9%, p E 0.0 1) n’ayant pas de PE dans

l’alimentation contrairement aux WKY respectifs consommant des PE.

Enfin, en comparant les animaux à l’âge de 22 semaines mais à l’état basal (animaux

«sham »), on constate qu’il n’y a pas de variation du LVEDP, du LVESP, du dP/dt (-)

ainsi que du dP/dt (+) entre les animaux consommant des PE et ceux qui n’en

consomment pas, autant chez les mâles que chez les femelles. Par contre, la constante de

temps tau est plus élevée chez les femelles consommant la diète sans PE que chez les

femelles consommant des PE (+ 41.7%, p 0.05). Ceci ne se retrouve cependant pas

chez les mâles.
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4. Pression Artérielle

La pression artérielle a été mesurée chez les mâles et femelles WKY consommant ou

non des PE, à l’âge de 12 semaines (Tab X.). Les différentes pressions ont été calculées

sur 24 h mais aussi en fonction de l’activité de l’animal : pendant la période active (entre

20 et 2 h) et pendant la période de repos (entre $ et 14 h). L’activité de l’animal (24 h,

actif ou au repos) n’affecte pas les valeurs de pressions (données non présentées), les

résultats sont donc montrés pour la période de 24 h. Chez les mâles et chez les femelles,

il n’existe aucune différence dans les pressions moyenne, systolique et diastolique entre

les animaux sur les deux types d’alimentation.

5. Hormones sexuelles

Les hormones sexuelles ont été dosées à l’âge de 12 semaines chez les mâles et

femelles WKY consommant ou non des PE (Tableau XI). Ces valeurs correspondent aux

concentrations plasmatiques de la forme non conjuguée. Il n’y a pas de variation dans la

concentration de I 7f3-estradiol, de progestérone ou de testostérone chez les femelles

WKY ni chez les mâles WKY en fonction de l’alimentation. Les hormones sexuelles

femelles (oestrogènes et progestérone) et mâles (testostérone) ne sont pas affectées par la

présence de PE dans l’alimentation.

Les concentrations d’hormones sexuelles des WKHA sont présentées dans le tableau

XII. Ces concentrations sont les mêmes entre les mâles WKY et WKHA sauf pour la

progestérone où les WKY en possèdent plus que les WKHA. Il n’y pas de différence

dans les concentrations de ces trois hormones entre les femelles WKY et WKHA. La

présence de PE dans l’alimentation ne semble donc pas affecter non plus les hormones

sexuelles mâles ou femelles chez les WKHA.
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Tableau X. Effet de l’alimentation sur les mesures de pressions artérielles des mâles et
femelles WKY âgés de 12 semaines.

+PE -PE

Mâles Valeur p

Pression artérielle moyenne 97.9 ± 1.1 99.2 ± 2.2 0.6097

Pression artérielle systolique 119.5 ± 0.7 120.2 ± 2.0 0.7439

Pression artérielle diastolique 72.2 + 1.4 80.7 + 2.6 0.4300

Femelles Valeur p

Pression artérielle moyenne 98.2 ± 2.9 97.4 ± 2.1 0.8 137

Pression artérielle systolique 1 17.5 ± 2.7 1 18.7 + 1.9 0.7357

Pression artérielle diastolique $0.3 ± 3.3 72.1 ± 2.3 0.5945

+PE et —PE se rapportent à l’alimentation contenant des PE ou â celle qui n’en contient
pas respectivement. Toutes les valeurs sont des moyennes ± SEM (n = 6).
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Tableau XI. Effet de l’alimentation sur les concentrations plasmatiques d’hormones
sexuelles des mâles et femelles WKY âgés de 12 semaines.

+PE -PE

Mâles Valeur p

1713-estradiol (pg/ml) 26.02 ± 1.7 27.95 + 2.1 0.4912

Progestérone (ng/ml) 2.4$ ± 0.5 2.15 + 0.4 0.6112

Testostérone (ng/mI) 1.26 + 0.23 1.23 ± 0.2 0.0629

Femelles Valeur p

1713-estradiol (pg/ml) 56.04 ± 7.6 54.20 ± 4.9 0.9699

Progestérone (ng/ml) 22.34 ± 2.5 25.84 ± 4.2 0.4760

Testostérone (ng/ml) 0.07 ± 0.01 0.07 + 0.01 0.9794

+PE et —PE se rapportent â l’alimentation contenant des PE ou à celle qui n’en contient
pas respectivement. Toutes les valeurs sont des moyennes + SEM (n 10).
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Tableau XII. Effet de la souche de rat sur les concentrations plasmatiques d’hormones
sexuelles des mâles et femelles âgés de 12 semaines en présence de PE.

WKY WKHA

M1es Valeur p

17f3-estradiol (pg/ml) 26.02 + 1.7 19.72 ± 3.4 0.1158

Progestérone (ng/ml) 2.4$ ± 0.5 0.9$ + 0.17** 0.0074

Testostérone (ng/ml) 1.86 + 0.23 1.75 ± 0.35 0.8034

Femelles Valeur p

17f3-estradiol (pg/rnl) 56.04 ± 7.6 54.55 ± 7.9 0.8933

Progestérone (ng/ml) 22.34 ± 2.5 23.86 ± 2.2 0.6511

Testostérone (ng/ml) 0.07 ± 0.01 0.0$ ± 0.00 0.43 59

+PE et —PE se rapportent à l’alimentation contenant des PE ou à celle qui n’en contient
pas respectivement. Toutes les valeurs sont des moyennes ± SEM (n = 10). p 0.01
vs mâles WKY.
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Chapitre 4 : DISCUSSION

1. Effet de la nourriture sur la morphologie et la fonction cardiaques

Les phytoestrogènes sont des composés présents en quantités suffisantes dans

l’alimentation des rongeurs pour exercer des effets physiologiques 287,288 Chez l’humain,

plusieurs études ont démontré un impact de ces composés sur diverses maladies ou

prédispositions à des maladies (cancer, ostéoporose, hypertension, profil des lipides,

symptômes de la ménopause...) 268,276,351,377 Cependant, très peu d’études se sont

intéressées aux effets directs des phytoestrogènes sur le coeur et il n’existe quasiment pas

d’information à ce sujet. Nous nous sommes donc proposés d’étudier les effets possibles

des PE présents dans l’alimentation des rongeurs sur le myocarde et plus particulièrement

sur les cellules musculaires contractiles, c’est-à-dire les cardiornyocytes. Pour cela, les

rats utilisés (mâles et femelles WKY) ont reçu deux alimentations différentes l’une dont

la source de protéines est le soya qui contient des PE en grandes quantités et l’autre dont

la source de protéines a été remplacée par la caséine et qui se trouve exempte de PE. Les

animaux consommant la diète sans PE reçoivent cette alimentation depuis au moins deux

générations afin d’éviter toute transmission de PE de la mère à sa progéniture. Dans des

expériences préliminaires, nous avons constaté, en comparant les cardiomyocytes isolés

de rats âgés de 12 semaines consommant une nourriture avec ou sans PE, que les

cardiomyocytes des animaux qui consomment la diète sans PE sont plus longs que ceux

des animaux qui consomment des PE. L’élongation des cellules est similaire chez les

mâles et chez les femelles (+ 14%). La présence de PE dans l’alimentation semble donc

causer un raccourcissement de la longueur des cardiomyocytes ainsi qu’une diminution

du ratio L/l chez les rats adultes (Fig 5, p39; fig 6, p41).

Ayant constaté un effet majeur des PE sur les dimensions des cardiomyocytes, nous

avons tenté d’établir quelle était la fenêtre de temps d’exposition aux PE nécessaire et

suffisante pour observer ces effets. Pour cela nous avons utilisé les rats WKY

consommant la diète sans PE depuis au moins deux générations et réintroduit la
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nourriture avec PE dans leur alimentation à différentes périodes. Une fois que la période

de temps souhaitée était écoulée, les animaux retournaient à la diète sans PE jusqu’au

sacrifice à l’âge de 12 semaines. Nous avons démontré que la réintroduction des PE entre

6 et 12 semaines chez l’animal ne produit aucun effet sur les cardiomyocytes. Leur

réintroduction entre la naissance et l’âge de 6 semaines ou entre la naissance et l’âge de

12 semaines produit un résultat intenuédiaire entre celui des animaux ayant toujours été

exposés aux PE et celui des animaux n’ayant jamais été exposés. Cependant, il semble

qu’à l’âge de 6 semaines, il existe déjà des différences dans les dimensions des

cardiomyocytes chez les animaux consommant les deux sortes d’alimentation (fig 7,

p42). Nous avons ensuite réintroduit les PE chez la mère durant la gestation (du temps de

l’accouplement à la naissance de la progéniture) et/ou la lactation (de la naissance à la

troisième semaine de vie de la progéniture) uniquement. La présence des PE dans

l’alimentation pendant la gestation ou pendant la lactation diminue de beaucoup la

longueur des cardiomyocytes de la progéniture mais aucune de ces deux périodes à elle

seule n’est suffisante pour ramener les valeurs à celles des animaux ayant toujours été

exposés aux PE (fig 9, p47). Il semble que les effets des PE sur les cardiomyocytes des

rats adultes pendant la gestation et la lactation soient additifs. Ces recherches nous ont

permis d’établir que la période d’exposition aux PE nécessaire et suffisante pour obtenir

des résultats équivalents aux animaux ayant toujours été exposés aux PE est celle

couvrant la gestation et la lactation, c’est-à-dire la période périnatale. Ceci est en accord

avec plusieurs études qui ont démontré un passage des PE via le placenta pendant la
285 $8 . . . 282283

gestation ‘ puis par le lait maternel pendant la lactation autant chez 1 animal

que chez l’humain.

Nous avons ensuite voulu établir si les isoflavones présents dans l’alimentation des

rongeurs étaient véritablement les responsables des effets observés sur les

cardiomyocytes isolés des rats adultes. Pour ce faire, les mères ont été gavées pendant la

gestation et la lactation avec la génistéine ou la daidzéine (les deux principaux

isoflavones retrouvés dans la nourriture) à des doses équivalentes à celles retrouvées dans

l’alimentation des rongeurs 287,288 et les cardiomyocytes de la progéniture ont été analysés

à l’âge de 12 semaines. Nous avons montré que la génistéine et la daidzéine étaient
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capables de reproduire les effets de la nourriture contenant des PE et ainsi de raccourcir

la longueur des cardiomyocytes à des valeurs équivalentes aux animaux ayant toujours

été en contact avec des PE (Fig 10, p48). Deux conclusions s’imposent face à ces

résultats. La première est que l’effet observé ne peut être imputable à un mécanisme

dépendant des récepteurs tyrosines kinases puisque seule la génistéine, et non la

daidzéine, possède une activité inhibitrice sur ces enzymes 312 La deuxième est que

l’effet observé n’est pas médié par l’équol, qui possède des effets oestrogéniques 256,299,300

et qui est un métabolite de la daidzéine mais pas de la génistéine 254,256,257 Ces données

montrent que le mécanisme d’action par lequel les PE diminuent la longueur des

cardiomyocytes ne peut être attribuable à une inhibition des tyrosines kinases ni au

métabolisme intestinal mais plutôt à un mécanisme commun entre la génistéine et la

daidzéine.

Etant donnés les changements sur les dimensions des cardiornyocytes provoqués par

les isoflavones, nous avons observé, sous des conditions basales, la morphologie du

myocarde en rapport avec la présence ou l’absence de PE dans l’alimentation. La

présence de PE n’affecte pas le poids des ventricules ni celui des poumons. Par contre,

les coeurs des animaux consommant la diète sans PE ont une surface des ventricules plus

grande de 26 % chez les mâles et 38% chez les femelles et une cavité du VG plus

grande de 46% chez les mâles et 82% chez les femelles par rapport aux coeurs des

animaux qui consomment des PE (Tab IV, p52; tab V, p54). De tels phénotypes, en plus

de l’élongation des cardiomyocytes, sont caractéristiques d’une dilatation ventriculaire.

Ceci est en accord avec plusieurs études qui ont établi une corrélation positive entre la

longueur des cardiomyocytes et les dimensions de la cavité du VG 23,28 D’autre part, la

pression artérielle a été mesurée et elle n’est pas différente entre les animaux des deux

groupes, autant chez les mâles que chez les femelles (Tab X, p64). Elle ne peut donc pas

expliquer la différence de morphologie cardiaque observée. Au niveau fonctionnel, les

paramètres hémodynamiques (LVEDP, LVESP, dP/dt (-) et (+)) ne changent pas entre

les deux groupes pour les deux sexes. Cependant, nous avons observé à l’état basal que

la constante de temps de la chute de pression du VG pendant la phase de relaxation

isovolumétrique, tau, était augmentée de manière significative chez les rats ne
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consommant pas de PE (Tab VIII, p61; tab IX, p62). L’augmentation de cette constante,

même en l’absence d’altérations des autres indices de contractilité, est caractéristique

d’une relaxation ventriculaire incomplète et d’une dysfonction diastolique isolée
307,372,378-380

La dilatation de la cavité ventriculaire semble être un facteur de risque important

dans le développement de la défaillance cardiaque autant chez l’humain 33,4649 que chez

l’animal 36 D’autre part, la longueur des cardiomyocytes corrèle étroitement avec le

développement d’une hypertrophie excentrique 28 A partir de ces données, nous avons

émis l’hypothèse que les rats qui consomment une diète sans PE et qui présentent une

dilatation du myocarde ainsi qu’une dysfonction diastolique à l’état basal sont plus

propices à la défaillance cardiaque en présence d’une surcharge hémodynamique de

volume. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé un modèle chirurgical, la

fistule AV, qui s’accompagne d’une décompensation cardiaque progressive 35,36

Plusieurs modèles expérimentaux permettent le développement d’une hypertrophie

excentrique chez l’animal. Cependant, il existe de grandes différences entre les espèces

et les modèles et seulement quelques uns peuvent mimer certains aspects de la

défaillance cardiaque chez l’humain. La plupart des modèles induisent une hypertrophie

importante et brusque alors que chez l’humain, elle se développe de façon progressive.

Étant conscient qu’il n’existe pas de modèle animal idéal et qui reflète exactement le

remodelage cardiaque chez l’humain, la fistule aorto-veineuse reste néanmoins la

méthode la plus fiable et la plus représentative en ce qui concerne la surcharge de

volume 99; elle consiste à faire un trou entre l’aorte abdominale et la veine cave, ce qui

entraîne un passage du sang oxygéné de l’aorte vers la veine cave et un retour veineux

plus important. Cette technique s’avère simple, rapide, efficace, sans chirurgie

microvasculaire et avec un faible taux de mortalité De plus, Huang et al. 381 ont

démontré que des aiguilles de tailles différentes (20, 18 ou 16 G) induisent une

insuffisance cardiaque faible, modérée ou sévère respectivement, ce qui démontre que le

degré d’hypertrophie peut être contrôlé et que la méthode est reproductible.
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Les animaux utilisés ont été opérés à l’âge de 10 semaines et sacrifiés 12 semaines

après la chirurgie. Chez les femelles WKY, ni le poids des ventricules, ni la surface des

ventricules ou de la cavité du VG n’augmentent (Tab IV, p52). La longueur et la surface

des cardiomyocytes augmentent cependant de 10% et 16% respectivement, ce qui semble

montrer que l’élongation des cardiomyocytes précède la dilatation ventriculaire 31 Par

contre, l’absence de PE dans la nourriture des animaux opérés s’accompagne d’une

hypertrophie des ventricules de 26%, d’une augmentation de la surface de la cavité du

VG de 37% et d’une élongation des cardiomyocytes de 16% (Tab TV, p52). Cependant, le

ratio L/l reste constant en raison d’une augmentation concomitante de la largeur. Chez les

mâles WKY consommant des PE, le poids des ventricules augmente de 9%, la surface de

la cavité du VG de 13%, et la longueur des cardiomyocytes de 9% (Tab V, p54). Mais en

comparaison, les animaux consommant la diète sans PE présentent une hypertrophie

ventriculaire de 44% et une dilatation de la cavité du VG de 40% (Tab V, p54). Chez les

deux sexes, en l’absence de PE dans l’alimentation, le coeur soumis à une surcharge de

volume présente une surface des ventricules plus grande, des cardiomyocytes allongés et

une dilatation de la cavité du ventricule gauche de 3 7-40%. Les animaux qui consomment

une diète exempte de PE montrent donc des signes évidents d’hypertrophie excentrique.

Cela est clairement visible sur les photos de la figure 11 (p56) qui représentent les

femelles WKY 12 semaines après la chirurgie, en présence ou en absence de PE dans

l’alimentation. Nos résultats sont en accord avec ceux de Brower et al. 35,36 et de Wang et

al. qui ont également observé une dilatation ventriculaire ainsi qu’une hypertrophie des

cardiomyocytes après induction d’une fistule AV. D’autre part, ces altérations

ventriculaires s’accompagnent de signes de défaillance cardiaque étant donné que le

poids des poumons augmente considérablement chez les animaux consommant la diète

sans PE (11-17%) comparativement à ceux consommant des PE (0-5%) (Tab IV, p52; tab

V, p54). De plus, la constante de temps tau augmente de manière significative autant chez

les mâles que chez les femelles consommant la diète sans PE alors qu’elle ne varie pas

chez ceux consommant des PE (Tab IX, p62). Cette augmentation de tau apparaît en

l’absence de variations des autres indices de contractilité comme la LVEDP, la LVESP,

le dP/dt (-) et le dP/dt (+). Cependant, plusieurs études ont montré une augmentation de la
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LVEDP chez les animaux soumis à la fistule AV ce que nous ne retrouvons pas dans

nos résultats. Le remplissage diastolique se fait entre le moment où la pression dans le

VG est suffisamment basse et avant l’ouverture de la valve mitrale. La constante de

temps tau, représente le temps requis pour que la pression dans le VG diminue de 37% de

sa valeur au dP/dt minimum 382 Tau reflète la phase active de la relaxation ventriculaire

qui consiste en une relaxation isovolumique et un remplissage ventriculaire rapide et qui

traduit le processus actif de consommation d’énergie pendant la relaxation 382rn Cette

mesure est la plus représentative et la plus utile de la relaxation isovolumique du VG 372rn

Comparativement, la LVEDP reflète les propriétés de la phase passive de relaxation du

VG qui inclut le remplissage ventriculaire plus lent et la contraction des oreillettes et est

une mesure de la distensibilité ventriculaire 382rn La dysfonction diastolique se caractérise

par une relaxation du coeur inadéquate mais elle peut être divisée en dysfonction

diastolique précoce ou tardive suivant la phase affectée 378,382 Une augmentation de tau

n’est pas forcément liée à une augmentation de la LVEDP Weiss a d’ailleurs

démontré que tau est indépendant de la LVEDP et du stress sur la paroi 372rn Dans notre

cas, les animaux présentent une dysfonction diastolique précoce puisque tau est affecté,

mais pas la LVEDP, ce qui reflète une relaxation plus lente du coeur et un problème relié

à la consommation énergétique de la diastole. Parallèlement, les myocardes des animaux

soumis à la fistule AV sont beaucoup plus distendus (fig 11, p56). Or, les courbes

pression’volume montrent que la pression augmente (dans la phase passive de la diastole)

lorsque le coeur est plus raide et moins distensible (déplacement de la courbe vers la

gauche) (f ig 12, de A vers B). Le fait que nos données indiquent que la LVEDP

n’augmente pas et que le myocarde est plus distendu pourrait signifier un déplacement de

la courbe vers la droite (Fig 12, de A vers C). Il a été montré que la fistule AV provoquait

un déplacement vers la droite et un aplatissement de cette courbe Cette distensibilité

accrue pourrait être due à une altération des propriétés du collagène extracellulaire. Cette

hypothèse devrait être vérifiée lors d’expérimentations subséquentes.
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Figure 12 Exemples de courbes pressionlvolurne.

Un décalage de la courbe vers la gauche (de A vers B) indique qu’une pression du

ventricule gauche plus grande sera nécessaire pour distendre le ventricule à un volume

similaire. Le ventricule est donc moins distensible. Parallèlement, un décalage de la

courbe vers la droite (de A vers C, courbe hypothétique) indique que pour une même

pression, le volume du ventricule gauche est plus grand, le ventricule est donc plus

distensible.
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Enfin, nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui rapportent une

augmentation de tau, et donc une prolongation de la relaxation isovolumétrique dans

plusieurs formes d’hypertrophie chez l’humain 382,384388 Nos résultats démontrent une

dysfonction diastolique précoce isolée et une relaxation anormale chez les animaux

consommant la diète sans PE soumis à une surcharge de volume, alors que ces signes ne

sont pas présents chez les animaux consommant des PE. La dysfonction diastolique et

l’augmentation du poids des poumons sont des signes de défaillance cardiaque 35,36, ce

qui indique que les animaux consommant la diète sans PE présentent une fonction

cardiaque détériorée et sont en décompensation cardiaque.
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Enfin, un groupe d’animaux n’ayant jamais consommé de PE a été exposé à une

substitution de régime alimentaire juste après la création de la fistule AV (à l’âge de 10

semaines) afin de savoir si la réintroduction des PE en même temps que la chirurgie

pouvait prévenir le développement de l’HVG. L’hypertrophie cardiaque se caractérise par

la réinduction du programme de gènes foetaux 21,50,51,53,56 Il semblait donc intéressant de

déterminer si les PE peuvent influencer l’apparition de l’HVG en modulant l’expression

de ces gènes au moment où ils sont réexprimés. Nos résultats ont montré que les PE

réintroduits le premier jour après la chirurgie ne provoquent aucun effet sur les

paramètres morphologiques du coeur et que ce dernier s’hypertrophie autant que celui des

animaux n’ayant jamais consommés de PE (données non présentées). Il semble qu’une

exposition aux PE depuis la vie foetale ou dès les premiers jours de vie est nécessaire afin

de protéger l’animal durant sa vie adulte à titre de prévention. Les PE ne semblent donc

pas posséder de propriétés thérapeutiques pour traiter l’apparition d’une hypertrophie due

à la surcharge de volume.

Les mécanismes pathophysiologiques qui expliqueraient la relation entre la masse du

ventricule gauche et les risques cardio-vasculaires ne sont pas encore bien connus.

L’hypertrophie cardiaque est traditionnellement considérée comme étant une adaptation

du myocarde en réponse à une augmentation de la charge cardiaque afin de normaliser le

stress sur la paroi et de maintenir la fonction cardiaque. Il est intéressant de revenir sur ce

concept. L’HVG possède, au début, des effets bénéfiques en terme d’économie du

myocarde et de normalisation du stress. Cependant, l’HVG est un facteur de risque

important dans la morbidité et la mortalité reliées aux maladies cardio-vasculaires 1,3,7 et

dans la transition du myocarde vers la décompensation cardiaque 8,9 L’HVG est donc

considérée comme un mécanisme compensatoire et nécessaire afin de conserver une

fonction contractile adéquate bien que néfaste à long terme en raison de ses conséquences

nocives dont la détérioration de la contractilité et l’évolution vers la défaillance

cardiaque. De façon intéressante, une étude récente a montré que le développement d’une

hypertrophie concentrique en réponse à une constriction aortique et la normalisation du

stress sur la paroi qui l’accompagne ne préviennent pas la décompensation cardiaque

En fait, l’hypertrophie semble associée à une détérioration progressive de la fonction
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cardiaque et à un élargissement de la cavité du VG alors que les animaux dont le

myocarde n’est pas hypertrophié mais chez qui le stress sur la paroi demeure élevé ont

une fonction cardiaque préservée Une autre étude utilisant des souris a montré

également que 1’HVG et la normalisation du stress aboutissent à une détérioration

progressive de la fonction cardiaque alors que les animaux qui ne présentent pas d’HVG

mais un stress élevé ont une fonction cardiaque préservée75. L’HVG précoce ne semble

donc pas entièrement bénéfique. Nos résultats, quoique se rapportant à une hypertrophie

excentrique, vont dans le même sens; l’hypertrophie cardiaque apparaît plutôt néfaste et

maladaptée puisque seuls les animaux dont le myocarde n’est pas hypertrophié ne

présentent pas de signes de défaillance cardiaque. Plusieurs recherches sont en cours afin

de tenter de comprendre si I’HVG est un mécanisme bénéfique à stimuler ou un

mécanisme néfaste à prévenir. Nos données démontrent que l’HVG ne semble pas être un

mécanisme compensatoire nécessaire afin de conserver une fonction cardiaque adéquate

étant donné l’état des WKY consommant la diète sans PE 12 semaines après la chirurgie.

Plusieurs études ont démontré qu’une réduction de l’HVG représente un pronostic

favorable, indépendamment du traitement utilisé 390,391 Mais ces études tentent de

diminuer l’HVG une fois que celle-ci est établie. Cependant, dans notre cas, la situation

est différente. La présence de PE dans l’alimentation semble être un facteur de protection

contre le développement d’une hypertrophie excentrique, la dysfonction diastolique et la

transition vers la défaillance cardiaque. Ces composés agissent donc en prévention et

empêchent l’hypertrophie cardiaque de se développer. Cette protection pourrait

s’expliquer par le fait que les animaux consommant des PE ne présentent pas à l’état

basal de dilatation ventriculaire (élongation des cardiomyocytes et cavité ventriculaire

plus grande) ou de dysfonction diastolique par rapport à leurs pairs qui ne consomment

pas de PE. Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que la dilatation du VG était

associée à un pronostic défavorable De plus, dû à l’élongation de leurs

cardiomyocytes, les animaux consommant la diète sans PE présentent un ratio Lu plus

grand. Ce ratio se situe dans des proportions très étroites quelque soit l’âge et la

croissance de l’animal 38,39 et des variations du ratio L/l ont un impact fonctionnel et

reflètent des adaptations inadéquates du myocarde 32,42,45 Les altérations de ce ratio, que
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nous observons, corrèlent donc avec une prédisposition à l’hypertrophie excentrique et à

l’apparition de la défaillance cardiaque.

Pris dans leur ensemble, nos résultats montrent que la présence de PE dans

l’alimentation maternelle a des conséquences à long terme sur la morphologie des

cardiomyocytes et des ventricules de la progéniture pendant la vie adulte et que ces

altérations semblent protéger la fonction cardiaque chez les rats consommant des PE par

la nourriture et soumis à une surcharge de volume. Le moment d’exposition aux

substances oestrogéniques semble d’une importance critique par rapport à la susceptibilité

de développer des maladies ultérieurement 392rn Il a été démontré qu’une exposition à la

génistéine ou au lait de soya pendant la période périnatale chez le rat entraîne des

conséquences sur le développement de l’utérus 295 et diminue l’incidence de cancer du

sein 296,297,393-395 Néanmoins, les seules études à ce sujet se sont penchées sur les effets

d’une exposition périnatale aux isoflavones sur le développement sexuel de l’animal ou

sur l’incidence des cancers mais il n’existe aucune évidence à ce jour des conséquences

possibles sur le coeur. Les résultats de cette étude sont donc les premiers à démontrer un

impact direct d’une exposition périnatale aux PE sur la morphologie du myocarde et sur

la préservation de la fonction cardiaque en réponse à une surcharge de volume.

Notre hypothèse pour expliquer un effet périnatal des isoflavones et ses conséquences

à long terme chez le rat adulte est que ces composés exerceraient des effets

épigénétiques. Ainsi, l’expression de certains gènes serait programmée (activée ou

inactivée) autour de la période néonatale, sans modification de la séquence d’ADN. La

régulation épigénétique peut se faire par méthylation des cytosines ou par méthylation,

acétylation ou phosphorylation des histones. L’alimentation peut modifier les évènements

épigénétiques survenant durant la vie intra-utérine et amener des changements

permanents dans l’expression génique. C’est le cas des souris agouti où des suppléments

dans l’alimentation maternelle augmentent la méthylation de l’ADN et aboutissent à des

changements dans la couleur du pelage ainsi qu’à une augmentation des risques liés à

l’obésité, au diabète et au cancer 396,397 D’autre part, des changements dans la

disponibilité de la nourriture durant la vie intra-utérine peuvent augmenter les risques de
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mortalité cardio-vasculaire dans la vie adulte chez l’humain Concernant les

isoflavones, une étude a déjà montré qu’une exposition prénatale à la génistéine résulte

en une induction ou une répression de l’expression de plusieurs gènes dans le système

reproducteur de rat via les récepteurs oestrogéniques De façon plus précise, il a été

montré que les récepteurs oestrogéniques recrutent des coactivateurs qui modifient la

structure de la chromatine et que les isoflavones sont capables d’augmenter

l’acétylation des histones et l’activité de coactivation de ces récepteurs 400 Enfin,

l’incorporation de génistéine dans l’alimentation amène des changements dans la

méthylation de plusieurs îlots de dinucléotides cytosine guanosine (CpG) (fréquemment

localisés dans les régions promotrices) 401, même si cette étude est limitée à

l’administration de génistéine pendant la vie adulte chez la souris. Sachant que les PE

sont capables d’activer les récepteurs oestrogéniques 300,306,307 et que certains d’entre eux

peuvent affecter les évènements épigénétiques 400,401 il est envisageable de penser que

ces composés, en se liant aux récepteurs oestrogéniques, pourraient affecter l’expression

de certains gènes de façon permanente pendant la période périnatale quand ils sont

présents dans l’alimentation maternelle et entraîner des effets bénéfiques à long terme

durant la vie adulte de l’animal.

Des études préliminaires au laboratoire utilisant des souches de souris sur les deux

sortes d’alimentation ont montré que certaines souches répondent aux PE présents dans la

nourriture par un raccourcissement des cardiomyocytes (129/J) mais que d’autres ne

répondent pas (A/J, C57BL/6J) (données non présentées). La situation est semblable en

ce qui concerne les rats. Les mâles et femelles WKY ainsi que les femelles WKHA

possèdent des cardiomyocytes plus courts en présence de PE dans la nourriture mais ceux

des mâles WKHA ne présentent aucune variation en présence ou en absence de PE. Nous

ne connaissons pas encore le mécanisme d’action ou les voies de signalisation

responsables de l’effet des PE sur les cardiomyocytes mais il semble que plusieurs

facteurs sont nécessaires afin d’observer une réponse et que ce ne sont pas toutes les

souches, voire même les deux sexes, qui possèdent ces facteurs. Les caractéristiques

pharmacocinétiques en rapport aux PE (absorption, métabolisme et distribution)

pourraient être différentes entre les souches de rats et de souris, ce qui pourrait expliquer
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les différences de réponse sur les cardiomyocytes. D’autre part, si les PE agissent via les

récepteurs oestrogéniques, il se pourrait que certaines souches ne possèdent pas tous les

éléments nécessaires à la réponse aux PE ou présentent des différences dans la réponse

aux récepteurs oestrogéniques.

Par extension à l’humain, il est actuellement bien établi que plusieurs maladies

répandues dans les pays industrialisés sont reliées à l’alimentation 402• Les cancers

hormono-dépendants (cancer du sein, de la prostate et de l’endomètre), le cancer du colon

et les maladies coronariennes sont ce qu’on appelle des « Western diseases» car

l’incidence et la mortalité qui leur sont associées sont plus élevées dans les pays

occidentaux que dans d’autres pays d’Asie et d’Europe de l’est 403• Plusieurs évidences

montrent que l’alimentation influence le développement de ces maladies et que la diète

occidentale est le principal facteur responsable de l’incidence élevée de ces maladies dans

les pays industrialisés 403• D’autre part, les asiatiques sont moins touchés par ces maladies

et consomment du soya en grandes quantités 276,328,334 On attribue aux isoflavones une

diminution de risques liés à ces maladies ainsi qu’un effet bénéfique sur la santé 277,324-327

Les isoflavones sont facilement accessibles dans l’alimentation chez l’humain (en

consommant des produits dérivés des fèves de soya) et peuvent être retrouvés en

quantités suffisantes pour exercer des effets physiologiques 276,277,366 Les effets observés

dans cette étude sur le coeur et sa fonction présentent donc un intérêt clinique et un

potentiel thérapeutique majeurs étant donné que la dilatation ventriculaire est fortement

liée à la défaillance cardiaque 4648, et que cette condition touche actuellement 4.8

millions de personnes aux États-Unis avec 500 000 nouveaux cas diagnostiqués chaque

année 10,11 et affectera 20% de la population d’Amérique du Nord maintenant âgée de

plus de 40 ans 12

2. Effet des hormones sexuelles sur la morphologie et la fonction cardiaques

La morphologie du myocarde et celle des cardiomyocytes sont différentes entre les

mâles et les femelles à l’âge adulte. Les mâles présentent une masse cardiaque plus
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élevée 199 et des cardiomyocytes plus grands que les femelles. Les hormones sexuelles

semblent fortement impliquées dans ces différences de morphologie 209-211 À partir de

ces données, nous avons voulu vérifier si les hormones mâles et femelles influençaient les

dimensions des cardiomyocytes et si la présence de PE dans la nourriture pouvait

modifier leur impact. Pour cela, nous avons utilisé des mâles et des femelles WKY

gonadectornisés sur les deux sortes de nourritures. Nos résultats montrent que les

grandeurs des cardiomyocytes ne sont pas affectées de la même manière par la castration

selon que les animaux consomment une alimentation avec ou sans PE. Il semble que chez

les mâles WKY, la castration n’a aucun effet sur les dimensions des cardiomyocytes en

présence de PE alors qu’en l’absence de PE, la castration provoque une diminution de la

longueur et de la largeur des cardiomyocytes, ce qui maintient le ratio Lu (Fig 5, p39).

Ceci est en accord avec d’autres études qui montrent que la castration diminue le poids

du coeur 209-211 et la taille des cardiomyocytes 237 alors que la testostérone l’augmente
208,237 Chez les femelles WKY et WKHA, la situation est inversée. La gonadectomie

n’entraîne aucun effet sur les dimensions des cardiomyocytes en absence de PE dans la

nourriture alors qu’en présence de PE, elle provoque une légère augmentation de la

longueur des cellules chez les deux souches ainsi qu’une augmentation du ratio L/l chez

les WKHA (Fig 5, p39; fig 6, p41). Ceci concorde également avec des études montrant

que l’ovariectomie augmente le poids du coeur 209,210,404 (sachant qu’une augmentation du

poids du coeur est corrélée avec une augmentation de la taille des cellules) alors que

l’administration d’oestrogènes restaure le poids du coeur à la normale 211,212 Ces études ne

montrent pas d’hypertrophie, puisque le ratio poids du coeur /poids du corps ne varie pas,

et présentent seulement une augmentation du poids du myocarde associée à une

augmentation du poids du corps. Les variations dans les dimensions des cardiomyocytes

que nous observons chez les animaux castrés ou ovariectornisés ne peuvent être

attribuables au gain de poids associé à la gonadectomie puisque les changements

observés ne sont pas les mêmes en fonction de la présence ou de l’absence de PE dans

l’alimentation, et que la présence de PE dans la diète n’affecte ni le poids du corps, ni le

poids du coeur (Tab IV, p52; tab V, p54). D’autre part, il a été montré que l’ovariectomie

provoquait une augmentation de la pression artérielle 404,405 Cependant, Tanase et al. ont

montré que le poids relatif du coeur n’est pas altéré par la pression artérielle tant que
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celle-ci ne dépassse pas 140 mmHg 119 Or l’ovariectomie ne provoque pas

d’augmentation de la pression artérielle au-dessus de l4OmmHg 404,405 et il est

improbable que les variations dans les dimensions des cardiomyocytes que nous

observons soient imputables à une augmentation de la pression artérielle. Ceci reste

cependant à vérifier dans des expériences subséquentes.

La présence de testostérone semble donc augmenter la longueur et la largeur des

cellules alors que les hormones sexuelles femelles, et très certainement les oestrogènes,

possèdent des effets inverses et diminuent la longueur des cellules. Cependant, les

hormones sexuelles n’agissent pas de la même manière suivant qu’elles soient en

présence ou non de PE. Il semble que les PE soient permissifs sur les effets des

oestrogènes puisque tous deux agissent dans le même sens sur les cardiomyocytes et que

les oestrogènes ne possèdent pas d’effets en l’absence de PE. Ainsi, la présence des PE est

nécessaire pour obtenir les effets des oestrogènes. Nous avons montré que la présence de

PE dans l’alimentation n’altère pas les concentrations plasmatiques d’oestrogènes ou de

progestérone (Tab XI, p65). Une hypothèse expliquant l’effet des hormones sexuelles

femelles seulement en présence de PE serait que ces composés pourraient réguler de

façon positive les récepteurs oestrogéniques et agir en synergie avec les oestrogènes. De ce

point de vue, il a été montré que la génistéine, administrée pendant la période néonatale,

régule de façon positive les ERŒ 406 et que les PE augmentent le taux de liaison des

récepteurs oestrogéniques aux ERE 407 D’autre part, chez le mâle, la présence de PE dans

l’alimentation semble inhiber les effets potentiels de la testostérone sur les

cardiomyocytes puisque cette hormone n’agit qu’en l’absence de ces composés. Nos

résultats ne montrent pas de diminution de concentration plasmatique de testostérone par

les PE (Tab XI). Cependant, deux études récentes ont montré une régulation négative des

AR en présence de PE dans la nourriture 408 ou de concentrations physiologiques de

génistéine 409 D’autre part, la génistéine possède des effets anti-androgènes 410 Aussi,

l’équol est un anti-androgène qui lie et séquestre la 5’dihydrotestosterone, ce qui abolit

les effets physiologiques régulés par les androgènes 411 Même si cette dernière étude est

limitée au niveau de la prostate, ces différentes observations pourraient expliquer le
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manque d’effet de la testostérone sur les cardiomyocytes en présence de PE soit par

régulation négative des AR, soit par séquestration des androgènes.

Nos données sur la gonadectomie et l’alimentation montrent qu’avec un

environnement stéroïdien nul, c’est-à-dire chez des animaux castrés et ne consommant

pas de PE par la nourriture, les différences qui existent entre mâles et femelles dans les

dimensions des cardiomyocytes sont abolies (au niveau de la longueur des

cardiomyocytes et du ratio L/l) (fig 8, p44). Ainsi, l’orchidectomie diminue la taille des

cardiomyocytes alors que l’ovariectomie l’augmente de façon à ce que la longueur des

cellules soit la même entre les deux sexes. Ces données démontrent l’implication des

hormones sexuelles mâles et femelles à l’origine des différences qui se retrouvent entre

les deux sexes à l’état basal, les femelles ayant des cardiomyocytes plus courts que les

mâles. Si l’on établit un parallèle avec la masse cardiaque, ceci concorde avec d’autres

études démontrant qu’il n’y a pas de différence dans la masse cardiaque avant la puberté
199,200 chez l’humain, et que la différence entre les sexes commence avec l’apparition des

hormones sexuelles 199

Nos résultats montrent que les mâles WKHA ne répondent pas plus à la castration

qu’à la présence ou l’absence de PE dans l’alimentation (fig 6, p41). Ce qui signifie que

les dimensions des cardiomyocytes de ces animaux ne sont pas affectées par les PE, ni

par les hormones sexuelles mâles. A ce stade, nous n’avons pas d’explication concernant

ces résultats puisque le mécanisme d’action n’est pas encore défini. Cependant, il semble

que ces animaux ne possèdent pas les facteurs nécessaires pour répondre aux PE ou aux

hormones sexuelles au niveau des cardiomyocytes. Une fois que le mécanisme d’action

des composés et des hormones sera ciblé, les mâles WKHA représenteront un modèle

intéressant afin de vérifier si ce mécanisme est altéré dans leur organisme.

Les hormones sexuelles sont impliquées dans la réponse hypertrophique. Plusieurs

études ont déjà démontré le rôle protecteur des oestrogènes contre le développement de

l’hypertrophie cardiaque en présence d’une surcharge de pression 224,226 ainsi que chez les

rats $HHF 231 alors que d’autres ont montré les effets néfastes des oestrogènes 234,235 dans
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d’autres modèles. Chez l’humain également l’étude « The Nurse ‘s Health $tudy »

supporte un rôle bénéfique des HRT associé à une diminution du risque cardio

vasculaires 201 alors que les études WHI 204 et HERS 205 supportent une augmentation de

ce risque. Inversement, la testostérone semble impliquée dans le développement de

l’HVG 240,241• Nous avons alors vérifié si les différences de morphologie du myocarde et

des cardiomyocytes qui se retrouvent à l’état basal entre les sexes (les femelles possédant

des cardiomyocytes plus courts que les mâles, quelque soit la souche) aboutissent à un

meilleur pronostic chez les femelles que chez les mâles soumis à une surcharge de

volume. Chez les rats WKY, 12 semaines après la chirurgie, les femelles ne présentent

aucun signe d’hypertrophie alors que chez les mâles, la masse ventriculaire augmente de

18% et la cavité du VG de 28% (Tab II, p50; tab III, p51). Ces derniers ne présentent

cependant pas de signe de défaillance cardiaque puisque le poids des poumons

n’augmente pas et que la constante de temps tau et la LVEDP restent normales (Tab VIII,

p61). Ceci semble indiquer que les mâles développent de l’hypertrophie excentrique en

réponse à la fistule AV alors que les femelles ne sont pas affectées. Cependant, les deux

sexes ne présentent pas de signes de dysfonction du myocarde ou de défaillance

cardiaque. La différence entre les deux sexes se retrouve également chez les animaux

consommant la diète sans PE puisque la masse ventriculaire augmente de 26% pour les

femelles et de 44% pour les mâles (Tab IV, p52; tab V, p54). Ces données

s’accompagnent également d’une dilatation de la cavité du VG plus prononcée chez les

mâles que chez les femelles. Les deux sexes ne présentent pas d’altérations dans les

différents indices de contractilité mais démontrent néanmoins une augmentation

significative de la constante de temps tau sans altération de la LVEDP (Tab IX, p62). Les

mâles, autant que les femelles, présentent donc des signes de dysfonction diastolique

précoce mais l’HVG reste plus prononcée chez les mâles. En ce qui concerne les WKHA,

la différence dans la réponse hypertrophique entre les sexes est perdue mais ceci pouffait

s’expliquer par le fait que 12 semaines après la chirurgie, les deux sexes semblent déjà en

décompensation cardiaque (le poids des poumons augmentant de 25% chez les femelles

et de 35% chez les mâles (Tab II, p50; tab III, p51), la constante de temps tau augmentant

également chez les deux sexes (Tab VIII, p61)). Nos résultats démontrent que les

femelles sont protégées par rapport aux mâles contre l’hypertrophie due à une surcharge
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de volume. Elles présentent une réponse hypertrophique de moins grande amplitude

accompagnée d’une fonction cardiaque conservée par rapport aux mâles. Ceci est en

accord avec d’autres modèles d’hypertrophie cardiaque qui démontrent un meilleur

pronostic chez les femelles en présence d’une surcharge de pression 34,193 d’un infarctus

du myocarde 198 ou d’une défaillance cardiaque 197rn D’autre part, Gardner et al. ont

démontré que, pour une HVG comparable, les femelles avaient des coeurs moins dilatés et

une mortalité négligeable par rapport aux mâles, $ semaines après création d’une fistule

AV 196 Nos résultats sont en accord avec le fait que l’hypertrophie semble associée à une

détérioration progressive de la fonction cardiaque et un élargissement de la cavité du VO

et qu’elle n’est pas nécessaire pour compenser l’augmentation de stress sur la paroi

puisque les femelles WKY ne présentent pas de signe d’HVG par rapport aux mâles et

sont en meilleure condition. En résumé, la fonction cardiaque reste la même entre les

deux sexes d’une même souche mais les femelles présentent une meilleure adaptation à la

surcharge de volume par rapport aux mâles avec une hypertrophie et une dilatation

ventriculaire moins prononcées.

Plusieurs études ont incriminé les hormones sexuelles autant mâles 208,240 que

femelles 224,226,231,241 dans les différences de réponse suite à un stimulus hypertrophique.

De plus, une étude récente a démontré que l’ovariectomie provoque une dilatation

ventriculaire plus prononcée suite à la création d’une fistule AV par rapport aux femelles

intactes 233 Nos résultats montrent que les hormones sexuelles semblent responsables des

différences morphologiques du myocarde et des cardiomyocytes entre les deux sexes

puisque les oestrogènes diminuent la longueur des cellules alors que la testostérone

l’augmente. Nos données sont en accord avec les différentes publications. Le

dimorphisme sexuel observé dans notre étude en réponse à une surcharge de volume

pourrait donc être dû à des effets opposés des hormones sexuelles mâles et femelles sur le

myocarde.
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3. Effet des gènes sur la morphologie et la fonction cardiaques

La masse cardiaque est un trait quantitatif complexe déterminé en partie par les

facteurs génétiques 114-117 et en partie par les facteurs environnementaux 118 Plusieurs

QTLs ont été associés à la masse cardiaque chez le rat par analyse de liaison génétique
135-140,142 D’autre part, l’HVG est vraisemblablement le résultat des effets de multiples

gènes interagissant indépendamment ou en synergie avec d’autres gènes et/ou

l’environnement. De plus en plus de gènes semblent impliqués dans le développement de

l’hypertrophie cardiaque 129,132,133 mais aucun ne peut être tenu pour seul responsable du

phénotype hypertrophique. L’étude des gènes responsables du développement de l’HVG

est donc une tâche ardue et même si certains gènes ont été associés à des phénotypes

hypertrophiques, beaucoup de composantes sont à prendre en compte (l’héritabilité

polygénique, l’hétérogénéité des loci, les interactions génétiques) et augmentent le degré

de complexité dans la compréhension des mécanismes à l’origine de l’HVG. Les

différents modèles animaux permettent de réduire cette complexité génétique grâce à

l’utilisation de souches consanguines et à la possibilité de contrôler leur environnement.

Entre autre, les souches de rats WKY et WKHA présentent un intérêt majeur dans l’étude

des facteurs génétiques à l’origine de la masse cardiaque puisque le phénotype relié à la

masse cardiaque est dissocié de celui relié à la pression artérielle. En effet, les deux

souches possèdent la même pression artérielle normale mais les WKHA ont une masse

cardiaque plus élevée que les WKY 163

D’autre part, les souches WKY et WKHA ne présentent pas les mêmes

caractéristiques de dimensions des cardiomyocytes. En effet, les mâles WKY et WKHA

présentent des cardiomyocytes de même longueur mais de largeur différente, ceux des

WKHA étant plus larges, ce qui leur confère un ratio L/l plus petit (Tab I, p38). Chez les

femelles, c’est la longueur des cardiomyocytes qui diffère alors que la largeur reste la

même entre les deux souches. Les femelles WKHA ont des cardiomyocytes plus courts,

et en conséquence un ratio L/l plus petit également (Tab I, p38). Ainsi, quel que soit le

sexe, les WKHA possèdent un ratio L/l plus petit que les WKY. Etant donné l’importance

du ratio L/l dans le maintien d’une fonction cardiaque adéquate 32,42,45 et les différences
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de masse cardiaque qu’il existe entre ces souches, nous avons voulu vérifier si des

différences dans la morphologie du myocarde et des cardiomyocytes à l’état basal entre

les WKY et les WKHA pouvaient aboutir à des réponses hypertrophiques différentes en

présence d’une surcharge de volume.

En observant les coeurs des WKY et WKHA 12 semaines après la création d’une

fistule AV, il est évident que les deux souches ne répondent pas de la même façon à la

surcharge de volume. Les femelles WKY ne présentent aucun signe d’hypertrophie alors

que chez les femelles WKHA, la masse ventriculaire augmente de 48%, la cavité du VG

de 131% et le poids des poumons de 25% (Tab III, p51). La longueur des cardiomyocytes

des femelles WKHA augmente de 16% mais celle des femelles WKY augmente de 10%

(Tab III, p51), ce qui suggère encore une fois que l’élongation des cardiornyocytes

précède la dilatation ventriculaire 23,28 D’autre part, le ratio L/l augmente chez les

femelles WKHA par rapport aux femelles WKY chez qui il reste stable. L’augmentation

significative du poids des poumons, du ratio L/l des cardiomyocytes et de la constante de

temps tau sans altération des autres indices de contractilité (LVEDP, LVESP, dP/dt (-) et

dP/dt (+)) (Tab VIII, p61) suggèrent que les femelles WKHA présentent une dysfonction

diastolique isolée précoce et évoluent vers la décompensation cardiaque. Enfin, étant

donné que les femelles résistent mieux à la surcharge de volume que les mâles 196 un

groupe de femelles WKY et un de WKHA ayant subi une fistule AV ont été sacrifiés 20

semaines après la chirurgie. Les résultats montrent un taux de mortalité nul chez les

WKY mais de 45% chez les WKHA (données non présentées). En ce qui concerne les

mâles, les WKY présentent une hypertrophie de 18% et une dilatation ventriculaire de

28% en comparaison aux WKHA qui présentent une hypertrophie de 51% et une

dilatation ventriculaire de 83% (Tab II, p50). De plus, tout comme les femelles, les mâles

WKY n’ont presque pas d’augmentation du poids des poumons (+ 5%) contrairement aux

WKHA (+ 36%). La longueur des cardiomyocytes est la même entre les deux souches

mais le ratio L/l augmente chez les WKHA (+ 8%) et pas chez les WKY (Tab II, p50).

Les mâles WKHA présentent donc également des signes de défaillance cardiaque traduits

par l’augmentation significative du poids des poumons, du ratio L/l et de la constante de

temps tau (Tab VIII, p61). Nos résultats montrent que les WKHA présentent des signes
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évidents d’hypertrophie excentrique, de dysfonction diastolique précoce et de transition

vers la défaillance cardiaque contrairement aux WKY, quelque soit le sexe. Même si les

WKHA ne possèdent pas des cardiomyocytes plus longs que les WKY, le ratio L/l est

plus petit chez les mâles et femelles WKHA par rapport aux WKY. Il semble donc jouer

un rôle dans le développement de l’HVG étant donné l’état des WKHA 12 semaines

après la chirurgie et son implication dans le maintien d’une fonction cardiaque adéquate
32.42.45 Nos résultats comparatifs des souches de rat montrent qu’un ratio Lu altéré est

prédictif d’une future détérioration du myocarde en réponse à la surcharge de volume.

Des résultats antérieurs dans le laboratoire ont permis d’identifier une région d’intérêt

sur le chromosome 5 (bande 5q36) associée à la masse du ventricule gauche et à la

concentration ventriculaire en ANF chez les mâles et uniquement à cette dernière variable

chez les femelles 142 Cette région contient le gène Nppa, gène précurseur de l’ANF. Le

rôle protecteur de l’ANf dans le développement de l’hypertrophie cardiaque est bien

établi 166471rn Le laboratoire a également montré que les mâles et femelles WKHA

possèdent une concentration en ANf plus faible que les WKY et qu’une concentration

basse en ANf corrélait avec une masse cardiaque élevée 142 D’autre part, les mâles

présentent des différences de largeur des cardiomyocytes, les WKHA ayant des

cardiomyocytes plus larges que les WKY. Des études utilisant les lignées congéniques

dérivées des souches WKY et WKHA et contenant la région d’intérêt du chromosome 5

ont montré que la largeur des cardiomyocytes corrèle avec ce locus chez les mâles Par

contre, contrairement aux mâles, les lignées congéniques n’ont montré aucun lien entre la

longueur des cardiomyocytes et le locus chez les femelles (les cardiomyocytes des

femelles WKHA et WKY différant pour la longueur et non pour la largeur) Ce qui

signifie que la longueur des cellules est contrôlée par des régions du génome différentes

de celles qui contrôlent la largeur. Ce locus s’avère donc être relié à la masse cardiaque, à

la largeur des cardiomyocytes et à la concentration en ANf chez les mâles mais

seulement à la concentration en ANF chez les femelles. Etant donné l’importance de la

morphologie du myocarde et des cardiomyocytes à l’état basal, nous avons émis

l’hypothèse que, chez les mâles, mais pas chez les femelles, ce locus était impliqué dans

la protection contre l’hypertrophie cardiaque chez les WKY. Pour ce faire, nous avons
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utilisé les lignées congéniques dérivées des WKY et WKHA. Ces lignées sont les

WKY.WKHA-(D5Cfd5O/D5Rat245) et les WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245)

contenant respectivement le fragment d’intérêt de la souche WKHA dans le génome de la

souche WKY et le fragment d’intérêt de la souche WKY dans celui de la souche WKHA.

Chez les mâles des deux lignées congéniques, on retrouve une hypertrophie de type

excentrique. Cependant, il semble que les WKY. WKHA-(D5 Cfd5O/D5Rat245)

développent une hypertrophie un peu plus prononcée que les WKHA.WKY

(D5Cfd5O/D5Rat245) (Tab VI, p58). En effet, le poids des ventricules augmente de 44%,

la surface des ventricules de 48% et la cavité du VG de 67% pour les WKY.WKHA

(D5Cfd5O/D5Rat245). En comparaison, ces valeurs augmentent de 36%, 31% et 45%

respectivement pour les WKHA.WKY-(D5Cfd5O/D5Rat245). Le poids des poumons

augmente également davantage chez les WKY.WKHA-(D5 Cfd5 O/D5Rat245). Ces

résultats démontrent que les WKY contenant le locus du chromosome 5 de la souche

WKHA présentent une hypertrophie comparable à celle des WKHA et que les WKHA

contenant le locus de la souche WKY présentent une hypertrophie un peu plus grande

mais comparable à celle des WKY. Chez les souches parentales, ce sont les mâles

WKHA qui développent le plus d’hypertrophie en réponse à la fistule AV et chez les

souches congéniques, ce sont les WKY contenant un fragment de la souche WKHA. Ce

locus contenant le gène Nppa et impliqué dans les différences de concentration en ANF,

de masse cardiaque et de largeur des cardiomyocytes entre les mâles WKY et WKHA

semble également impliqué dans les différences observées dans la réponse

hypertrophique entre les deux souches. Ces résultats montrent que le locus D5Cfd5O-

D5Rat245 des WKHA est nécessaire pour induire l’hypertrophie excentrique et la

détérioration du myocarde observée puisque les WKY.WKHA-(D5 Cfd5 O/D5Rat245) et

les WKHA développent de l’HVG. Cependant, il n’est pas suffisant puisque cette lignée

congénique ne présente pas les mêmes signes de détérioration qui s’observent chez les

WKHA. La souche WKHA possède certainement plusieurs loci qui expliqueraient sa

tendance à la défaillance cardiaque en présence d’une surcharge de volume. De même

l’introduction du locus WKY chez les WKHA n’est pas suffisante pour induire un effet

protecteur puisque les WKY présentent moins d’hypertrophie que les WKHA contenant
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le locus WKY. Chez les femelles, la situation est différente. Les femelles des lignées

congéniques WKY.WKHA-(D5Cfd5 O/D5Rat245) et WKHA. WKY

(D5Cfd5O/D5Rat245) répondent de la même manière à la surcharge de volume (Tab VII,

p59). Ce qui fait que les WKHA contenant le locus WKY sont hypertrophiées alors que

la souche parentale WKY ne l’est pas et les WKY contenant le locus WKHA sont

hypertrophiées mais moins que la souche parentale WKHA qui présente des signes

évidents de décompensation cardiaque. Le locus identifié sur le chromosome 5 ne semble

donc pas être à l’origine des différences observées dans la réponse hypertrophique à la

surcharge de volume chez les femelles. Cependant, dans les lignées congéniques, les

WKY contenant le locus des WKHA ne sont plus protégées contre le développement de

l’HVG et les WKHA contenant le locus des WKY ne sont pas en décompensation

cardiaque. Ces données démontrent que même si le locus du chromosome 5 n’est pas à

l’origine des différences observées entre les WKY et les WKHA en réponse à la

surcharge de volume, il est néamnoins impliqué d’une certaine manière dans le processus

hypertrophique chez les femelles puisque la différence est perdue entre les deux lignées.

En résumé le locus D5Cfd5O-D5Rat245 du chromosome 5 chez le rat apparaft lié à la

réponse hypertrophique en présence d’une surcharge de volume chez les mâles mais pas

chez les femelles WKY et WKHA. Ce locus couvre une région de 8 millions de paires de

base (‘8 cM), ce qui constitue une région de taille modeste, son implication dans la

réponse hypertrophique et la susceptibilité à la défaillance cardiaque représente donc un

intérêt potentiel. Le locus de la souche WKHA est nécessaire pour observer la

détérioration du myocarde mais n’est pas suffisant. D’autres loci sont certainement

impliqués dans le pronostic défavorable associé aux WKHA. Le locus de la souche

WKY, quant à lui, ne semble pas suffisant pour protéger contre l’hypertrophie cardiaque.

Le ratio L/l est plus petit chez les mâles WKHA comparativement aux WKY. Le locus

interagit sur ce paramètre et sur la largeur des cardiomyocytes, ce qui expliquerait la

décompensation cardiaque observée chez les WKHA. Ces résultats impliquent donc le

ratio LI! dans la détermination de la réponse à l’HVG et la susceptibilité à la défaillance

cardiaque. Chez les femelles, le locus D5Cfd5O-D5Rat245 n’est pas corrélé à la réponse

hypertrophique. Les femelles WKHA présentent également un pronostic défavorable
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comparativement aux femelles WKY ainsi qu’un ratio L/l plus petit mais il apparaît que

ce dernier et la longueur des cardiomyocytes sont régulés par des régions du génome

différentes de celles des mâles.

4. Limitations

Les effets que nous observons sur les cardiomyocytes dus à la présence de PE dans

l’alimentation chez le rat doivent être considérés prudemment avant d’être extrapolés à

l’humain. Les quantités d’isoflavone retrouvées chez l’humain dont la nourriture est à

base de soya (adulte: 1 mg/kg/jour; enfant: 4.5-8 mg/kg/jour) sont plus basses que celles

retrouvées dans la nourriture des rongeurs (15-20 mg/kg/jour). Cependant, les différences

dans les expositions alimentaires à la daidzéine et à la génistéine entre l’humain et le rat

ne se reflètent pas dans les niveaux plasmatiques alors que les demi-vies des isoflavones

chez les deux espèces sont similaires 286 Ceci signifie qu’il faut prendre en considération

les caractéristiques pharmacocinétiques différentes (absorption, métabolisme et

distribution) avant d’établir des comparaisons entre espèces412.

D’autre part, la présence de PE dans la nourriture des rongeurs affecte les

cardiornyocytes des rats mâles et femelles WKY, des femelles WKHA ainsi que des

souris de la souche 129/J. Par contre, ces composés ne possèdent aucun effet chez les rats

mâles WKHA ainsi que chez les souris des souches A/J et C57BL/6J. Il reste que les

mécanismes d’action exacts par lesquels les PE agiraient ne sont pas encore connus.

L’identification de ces mécanismes est d’une grande importance afin de mieux

comprendre pourquoi certaines souches répondent aux PE, et d’autres non. Cette

identification est également nécessaire avant de pouvoir transposer ces résultats à

l’humain.
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Chapitre 5: CONCLUSIONS

La présence de phytoestrogènes dans la nourriture des rats consanguins pendant la

gestation et la lactation a des effets sur le coeur de leur progéniture pendant l’âge adulte,

incluant des effets sur la morphologie et/ou la fonction cardiaque et des effets

cardioprotecteurs. La présence de ces composés (et plus particulièrement de la génistéine

et de la daidzéine) dans l’alimentation maternelle diminue la longueur des

cardiornyocytes, la surface des ventricules et la cavité du ventricule gauche et préserve la

fonction diastolique des animaux adultes (lorsque comparés à des rats dont les mères

n’ont reçu aucun phytoestrogène dans leur nourriture). Inversement, les animaux dont les

mères n’ont pas reçu de phytoestrogènes dans leur alimentation présentent des

caractéristiques d’hypertrophie ventriculaire excentrique et évoluent vers la défaillance

cardiaque en présence d’une surcharge de volume. Une explication possible de ces

données serait que les phytoestrogènes activeraient (via les récepteurs oestrogéniques) des

mécanismes épigénétiques pendant la période périnatale, ce qui aurait pour effet de

programmer le niveau d’expression de certains gènes de façon permanente durant la vie

adulte. Ces résultats présentent un intérêt par extension à l’humain étant donné que les

phytoestrogènes sont des composés qui se retrouvent facilement dans l’alimentation chez

l’humain, en grande majorité dans les fèves de soya.

Les hormones sexuelles mâle et femelle affectent également les dimensions des

cardiomyocytes et sont impliquées dans les différences qui existent entre les deux sexes,

les hormones sexuelles femelles diminuant la longueur des cardiomyocytes et les

androgènes l’augmentant. D’autre part les hormones sexuelles agissent de façon

différente en présence ou en absence de phytoestrogènes, ce qui suggère une interaction

de ces composés avec les récepteurs oestrogéniques et androgéniques. Enfin, les

hormones sexuelles peuvent également être impliquées dans la réponse hypertrophique à

la surcharge de volume car elles sont associées à un meilleur pronostic chez les femelles

WKY. Cet effet pourrait toutefois dépendre de la souche de rat, car il n’a pas été observé

chez les femelles WKHA.
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L’hypertrophie cardiaque est régulée par l’action conjointe de facteurs génétiques et

environnementaux. Les rats WKHA présentent non seulement une diminution du ratio

Lu de leurs cardiomyocytes par rapport aux rats WKY, mais aussi une plus faible

résistance à la défaillance cardiaque en présence d’une surcharge de volume. Nous

avions montré précédemment que le locus D5Cfd5O-D5Rat245 sur le chromosome 5 était

associé à des changements du ratio Lu des cardiomyocytes issus de croisements entre les

rats WKY et WKHA. De façon intéressante, l’introduction du locus D5Cfd5O-D5Rat245

d’origine WKHA dans des rats WKY chez les mâles, mais pas chez les femelles, affecte

non seulement le ratio Lu des cardiomyocytes dans la nouvelle souche congénique, mais

aussi la résistance à la décompensation cardiaque.

Pris dans leur ensemble, nos résultats démontrent que des facteurs tant génétiques

qu’environnementaux qui affectent la morphologie des cardiomyocytes et du myocarde

corrèlent avec une moindre résistance du coeur face à la transition d’une forme

compensée à une forme décompensée de la défaillance cardiaque. Ces résultats présentent

un intérêt clinique majeur étant donné que la défaillance cardiaque est présente de façon

épidémique chez l’humain.
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Chapitre 6: PERPECTIVES

La suite du projet sera consacrée à la compréhension des mécanismes à l’origine de

l’effet des PE sur les cardiomyocytes. Dans un premier temps, des souches de souris KO

pour l’un ou l’autre des récepteurs oestrogéniques seront utilisées. Ces souches sont les

ERKOa (« Estrogen Receptor-aipha KnockOut ») et les ERKOt3 (<c Estrogen Receptor

beta KnockOu »t) provenant de chez Taconic (Germantown, NY, USA). Ces deux

souches ainsi que la souche parentale (C57BL16) et des souris double KO (générées à

l’IRCM) seront placées sur les deux sortes d’alimentation (avec ou sans PE). Après deux

générations, pour éviter tout transfert de PE de la mère à sa progéniture chez les animaux

consommant la diète sans PE, les cardiomyocytes de ces différentes souches seront

observés afin de déterminer si les PE agissent via l’un ou l’autre des récepteurs

oestrogéniques ou via les deux.

D’autre part, étant donné que les PE agissent dans une fenêtre de temps

correspondant à la gestation et à la lactation chez l’animal et que ces composés

pourraient affecter l’expression des gènes de façon permanente durant cette période par

des mécanismes épigénétiques, il serait intéressant de considérer quels gènes sont

affectés par les phytoestrogènes présents dans l’alimentation. Pour cela, des mâles et

femelles WKY seront sacrifiés à l’âge de trois semaines et constitueront deux groupes;

dans le premier, la mère aura consommé la diète sans PE, dans le deuxième, la mère aura

consommé des PE pendant le temps de la gestation et de la lactation. La progéniture

n’aura été exposée aux PE que par la mère et cela suffit, comme nous l’avons montré, à

obtenir des effets des PE sur les cardiomyocytes de ces animaux à l’âge adulte. Les

coeurs de ces animaux seront prélevés, l’ARN extrait et analysé par « microarray » afin

de déterminer le profil d’expression des gènes cardiaques et de savoir quels gènes sont

affectés par les PE. Les promoteurs de ces gènes seront ensuite criblés pour des

modifications épigénétiques (méthylation des cytosines et des histones, acétylation des

histones).
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STRUCTURED ABSTRACT (250 words)

Objectives: The aim ofthis study was to test whether dietary isoflavones could affect

the structure and function ofthe myocardium and the cardiomyocytes (CMs) that

comprise it.

Background: In aduit rats, elongation of CMs correlates with dilatation of cardiac

ventricles and increased susceptibility to heart failure. Although sex steroids may

constitute one possible factor that affects the dimensions of CMs, studies on their effects

in rodents is complicated by the fact that inost commercial soy-based diets (SBD) also

contain abundant phytoestrogens (PE).

Methods: We fed inbred WKY rats and/or their mothers with either a PE-free casein

based diet (CBD) or a PE-rich SBD. Ventricular CMs were isolated from the hearts of

adult rats for calculation ofthe length!width (L/W) ratio, and structural and functional

evaluations were performed on the rnyocardium from similarly fed animals.

Resuits: Feeding WKY rat dams during gestation and lactation with $BD caused the

CMs of their adult offspring to be shorter than in counterparts originating from mothers

fed with CBD. SBD had no such effects when given to rats afier weaning, and its effects

were replicated by supplernenting maternai CBD with the isoflavones daidzein and

genistein (the most abundant phytoestrogens in SBD). In contrast to rats whose mothers

had received SBD, the hearts of adult rats raised with CBD diet only featured dilated
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eccentric hypertrophy and progressed towards congestive heart faiÏure when further

challenged.

Conclusions: The presence of isoflavones in the maternai diet during gestation and/or

lactation provides cardioprotection to the hearts oftheir offspring during adulthood.

CONDENSED ABSTRACT

When soy-based isoflavones are present in the diet of rat dams during gestation and

lactation, they caused the cardiomyocytes of their aduit offspring to be shorter than in

counterparts originating from mothers fed with an isoflavone-ftee diet. When soy-based

isoflavones are absent from the maternai diet, the hearts oftheir aduit offspring feature

dilated eccentric hypertrophy and progress towards congestive heart failure when further

chaiienged. Thus, the presence of isoflavones in the maternai diet may program the

hearts oftheir offspring so that they are better protected during aduithood against the

transition from compensated to decompensated heart failure.

ABBREVIATIONS

CM: cardiomyocyte; PE: phytoestrogens; SBD: soy-based diet; CBD: casein-based diet;

L/W: iength!width; CHf: congestive heart failure; LV: lefi ventricular; ACf: aorto-cavai

fistula;
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INTRODUCTION

Congestive heart failure (CHF) is a condition approaching epidernic proportions in

industrialized countries and represents an ever increasing burden on their econornies (1).

It has been estirnated that the lifetirne risk of developing CHf for those over 40 now

represents 20% in the North American population (1). Although recently introduced

drugs have improved survival of patients with CHF, the aging ofthe general population

is such that the incidence of CHf will remain high in years to corne (2). It has been

recognized that lefi ventricular (LV) geometric rernodeling represents a critical factor in

the transition from cornpensated to decornpensated cardiac irnpairrnent (3;4). In

particular, LV dilatation represents a type of remodeling that is associated with an

especially poor prognosis (5;6).

Adult cardiornyocytes (CMs) are cells that have a distinct rectangular shape upon which

one can measure a defined length and width, and thus calculate a lengthlwidth (L/W)

ratio. The value ofthe L/W ratio ofCMs is highly conserved across rnale individuals

from several mammalian species (ranging frorn rodents to rnan) (7). Within rnale

individuals of a single species (i.e. rats), it has also been shown that the L/W ratio of

CMs rernains constant during development and aging while the volurne of CMs

increases by as rnuch as 5-fold (8). Departures frorn that constrained L/W ratio ofCMs

occur under certain pathophysiological conditions. For instance, elongated CMs

represent the cellular rnanifestation of dilated ventricular remodeling (9). Irnportantly,

elongation of CMs also correlates closely with impaired rnechanical perforrnance of

hearts during progression towards failure (10;11).
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In addition to the large differences observed under pathophysiological conditions, the

L/W ratio of CMs from males has been reported to be slightly higher than that of their

female counterparts in 2 different rats strains (12;13). Whether such small differences in

the dimensions of CMs have an impact of the morphology and function of corresponding

hearts has not been determined. Sex-dependent differences may be explained in part by

the effect of sex steroids, because both estrogens and androgens may regulate cardiac

mass (14-16). However, one complicating variable in studies on the effects of sex

steroids in rodents is that most (if flot ail) standard commercial laboratory rodent chows

are soy-based diets that contain phytoestrogens (PE) at sufficiently high concentrations

to affect the physiology ofseveral organs (16;17). from a cardiovascular standpoint, it

has for instance been shown that dietary soy can lower blood pressure in spontaneously

hypertensive rats (18) or affect the catabolic rate of myosin heavy chain within skeletal

muscle (19). We therefore compared standard PE-rich rodent chow to a PE-free diet to

test whether dietary PIE could alter cardiac morphology (at the level of either

cardiomyocytes or whole-hearts), and if so, whether such changes would impact on the

function of corresponding hearts.
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MATERIAL AND METHODS

Animais and reagents

WKY/Cfd inbred rats originated from a colony maintained at the “Institut de recherches

cliniques de Montréal” (IRCM), as registered with the Institute of Laboratory Animal

Resources (ILAR). The rats were derived from WKY/Cr parents obtained from Charles

River ($t. Constant, Quebec, Canada). The rats received either Raiston Purina’s 5012

rat chow (regular soy-based diet) or TestDiet’s PE-free casein-based 5K96 diet (Ren’s

feed, Oakville, ON, Canada). Ail experimental rats maintained on casein-based diet

originated from a colony where the diet had been administered for at least 2 generations.

When gavaged, the rats received orally via a blunted gavage needle 0.5 ml of an aqueous

solution of 1% medium-viscosity carboxymethylcellulose (Sigma, St-Louis, MO)

containing either no drug (for vehicle) or a suspension of 15 mg/mi ofdaidzein or

genistein (LC Laboratories, Wobum, MA). The daily intake of each compound was

calculated to match that of rats eating 5012 rat chow under the same conditions

[assuming that the 5012 rat chow contained 250 tg isoflavone I g (17)]. For a rat

consuming 30 g of chow per day, this amounted to 7.5 mg of each compound / day.

Ail procedures have been reviewed and approved by the institutional Animal Care

Committee.

Isolation of cardiomyocytes and videomicroscopy

Cardiomyocytes were isolated from the hearts of rats either at 12 weeks of age (for

unoperated animais) or at 22 weeks of age (when surgery was performed). The hearts

were rapidly removed from anesthetized animais previously injected intraperitoneally



xxi

with 500 units heparin sulfate, and [Ca2j-tolerant cardiomyocytes were isolated by the

Langendorff method (cardiac retrograde aortic perfusion), as described previously

(20;21). Cardiomyocytes were separated from non-cardiomyocytes by sedimentation on

a 6% solution of bovine serum albumin, then fixed for 30 min in 0.0$ molIL phosphate

buffer containing 1.5% glutaraldehyde in phosphate buffer at 4°C. Both solutions have

been shown to preserve the volume offixed ceils as compared to unfixed ones (22).

f ixed cardiomyocytes were allowed to settie in Petri dishes containing 0.15 mol/L

phosphate buffer and examined with a Zeiss Axiovert microscope connected to a

videocamera that allowed capture ofthe images as electronic files. Using the Northern

Eclipse version 6.0 software from Empix imaging (Mississauga, ON, Canada), 100

ceils from each animal were analyzed for determination ofcell length (defined as the

longest length parallel to the longitudinal axis of the myocyte) and ceil surface

(calculated on the basis ofthe manual contour drawn around the myocyte). Cell width

was calculated by dividing the value of surface by that of length.

Radiotelemetry measurement of blood pressure.

Systolic and diastolic blood pressure were continuously and chronically monitored by

radiotelemetry, as described previously (23;24). The telemetry transmitters

(Datasciences International, St. Paul, MN) were implanted into the abdominal cavity of

rats (with the catheter inserted into the distal portion of the descending aorta) at 10

weeks of age. After a 2 week recovery period, values for blood pressure and locomotor

activity were recorded every 5 minutes for 10 sec, using the Dataquest ART 2.3

acquisition software (Datasciences International, St. Paul, MN). Hourly averages then

were calculated for both variables. The hourly averages were then averaged again either
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for the full 24 hour period, or for periods of 6 hours corresponding to night-time activity

or day-time rest.

Surgery

Ail surgeries were performed under isoflurane ventilation. Aorto-caval fistulae (ACF)

were performed at 10 weeks of age, as described previously (25). Twelve weeks afier

surgery, the patency of the fistula was checked by visual inspection in order to exciude

from the fistula group those animals where the fistula was no longer functional (an event

that occurrcd in < 10 % ofthe operated animals). Gonadectomies were all performed at

5 weeks of age, using standard procedures.

Hemodynamic measurements

Before instrumentation, the rats were sedated by intramuscular administration (1.5 t1 /g

body weight) ofa 1:1 mix ofa sedative (droperidol 2.5 mg/ml) and an analgesic

(fentanyl 50 jig/ml). A French-2 single sensor pressure catheter (Millar Instruments,

Houston, TX) was inserted within the right carotid artery and pushed within the left

ventricle. Recording signais were acquired using a PowerLab/8 SP acquisition system

(ADlnstruments, Colorado $prings, CO). All signais were analyzed using the

accompanying software application, and variables calculated using corresponding

equations.

Cardïac morphology

The heart from each animal was removed with the ascending aorta attached. A PE9O

catheter was inserted into the aorta above the level of insertion ofthe coronary arteries,
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and the heart was infused with a cold isotonic solution containing 100 mM KC1 and 50

mM NaC1 to arrest the heart in diastole. Afier diastolic arrest was obtained, the catheter

was pushed fttrther into the LV cavity and fihled with the same solution in order to

obtain an intra-cavital pressure of 15 mmHg, as described previously (20). The hearts

were fixed in their distended form by immersion in formalin for 24 hours, so that

subsequent morphologicai comparisons were performed between hearts that had ail been

fixed under identical standardized intracavital pressure conditions. Sagittal sections
(‘—S

2

mm) were cut at the mid-ventricular level of ail fixed hearts. Sections were examined

on each side with a stereomicroscope, images were captured as electronic files and

analyzed using the Northem Eclipse version 6.0 software. For each heart section,

morphological values were calculated by averaging the values obtained for each side of

the section.

For determination of organ weight, lungs were weighed immediately after sacrifice, and

biventricular cardiac weight was determined after the 24-hour fixation period. The

organ weight values were normalized by dividing them by the value of tibia length, as

calculated by performing direct measurernents on X-ray pictures of the hind legs of each

animai.
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RESULTS

We first compared the dimensions of CMs isolated from the hearts of either male or

female WKY rats, originating from colonies fed with either regular soy-based diet

(SBD) or PE-free casein-based diet (CBD) for at least 2 generations (Table 1). In

animals fed with SBD, the length (L) and L/W ratio of CMs was 5% higher (and

significantly so) in males than in females. However, these differences when no longer

detectable when the animals were maintained with PE-free CBD. Moreover, the PE

content of the diet appeared to affect the dimensions of CMs to a greater extent than the

sex of the animals, since CMs of either male or fernale rats maintained with CBD were

13% longer than that of their counterparts maintained on SBD. The weight oflitters

originating from dams maintained with SBD was flot different from that of dams

maintained with CBD (Table 1).

To determine when during development exposure to PE may affect the dimensions of

CMs, we used mothers previously maintained on CBD and rcintroduced SBD during

either gestation (by switching diets just prior to mating), lactation (by switching diets

just afier birth) or the combined two periods. Afier weaning (at about 3 weeks of age),

the progeny from all mothers were maintained solely on CBD, and ventricular CMs

were isolated when they reached 12 weeks of age. In the adult female progeny, we

observed that the L/W ratio of CMs from rats originating from mothers who had

received SBD either prior to and/or after birth was smaller than that of CMs from rats

whose mothers had not received any dietary PE (f ig. 1). The effects of exposure to

SBD during gestation and lactation were additive: the greatest effect was observed when
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SBD was given to mothers during both periods, and the L/W ratios of corresponding

CMs was similar to that offemale rats originating from colonies maintained

continuously on SBD. We also observed that when rats maintained on the PE-free CBD

were ovariectomized before puberty, the dimensions of CMs isolated from aduit rats

were not different from that of intact female rats maintained on the same diet.

Moreover, there was a clear time-window for the effect of SBD, since reintroducing it

between 6 to 12 weeks of age to ovariectomized rats without any prior exposure to PE

had no effect on the dimensions ofCMs (data flot shown).

When using the L/W ratio of CMs as the sole end-point, the effects of dietary PE on the

dimensions of male CMs was similar to that observed in females (fig. 1). However,

contrary to female rats, both the width and length of CMs from aduit male rats that had

been gonadectomized before puberty were smaller than that of CMs from sham-operated

counterparts (fig. 1). This effect of testicular hormones also differed from that ofPE

because they affected the length and width of CMs in a proportional manner, so that the

net effect of the L/W ratio was nu. Consequently, all ftirther experiments were

performed using animals from one sex only. By focusing on female progenies, we

avoided the possible confounding effects of androgens, since the latter appeared to have

effects that were additional to that of dietary PE.

To verify that the effect of SBD may be attributed to PE only, dams that had been

maintained prior to mating on CBD were gavaged daily during the cornbined gestational

and lactational periods with either vehicle or a suspension of either daidzein or genistein.
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The latter compounds are two isoflavones that represent the most abundant PE in rodent

SBD (26;27). We obseiwed that both isoflavones decreased the L/W ratio signiflcantly

compared to animais whose mothers had received only vehicle, down to values similar

to what we had observed with animais whose mothers had received SBD during the

same period (Fig. 2). Thus, isoflavones can account for the entirety ofthe effect ofsoy

based diets on the relative dimensions ofCMs.

Given the association previously reported between elongated CMs and dilated eccentric

hypertrophy (9), we tested whether PE in the maternal diet also had effects on the

morphology and function ofthe hearts ofthe progeny. Under basal conditions, we

observed that in addition to increased CM Iength, the surfaces defined by LV

parenchyma and LV cavity were both significantly higher in rats whose mothers had

been maintained with PE-free diet than in rats whose mothers had received SBD (Fig. 3

and Table 2). Such cardiac features define what is refened to as dilated eccentric

ventricular hypertrophy. Blood pressure was flot different in animais from both groups

(Table 3), and therefore could not account for the differences in cardiac morphology.

Functionally, we also observed that rats originating from mothers without PE exposure

had features of isolated diastolic dysfunction, because the time constant of LV pressure

decay (tau) was increased in the absence ofalterations ofother indices ofcontractility

(Table 3).

Since eccentric dilated ventricular hypertrophy has been associated with adverse

cardiovascular prognosis (5;6), we tested whether this condition would predict the
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ability to resist the transition from compensated to decompensated heart failure. ACF is

a maneuver that induces volume overload and may be accompanied by progressive heart

decompensation in rats (28). Surgery was performed at 10 weeks of age to induce ACF

in rats originating from mothers who had received either type of diet, and rats were

killed 12 weeks afier the surgery. In rats originating from mothers who had received

SBD, ACF increased the length and surface of CMs by -10 % and 16 %, respectively

(Table 2), but the surgical maneuver did not lead to changes that were detectable at the

level ofthe whole heart (Table 2 and f ig. 3). In contrast, 12 weeks of volume overload

did increase the values of LV parenchyma surface, LV cavity surface and adjusted bi

ventricular weight in rats whose mothers had not received any dietary PE, since

conesponding values were increased by 16 %, —26 % and -—37%, respectively. These

ventricular changes were accompanied by signs of congestive cardiac failure, since there

was a —17% increase in adjusted lung weight. The dimensions ofthe CMs aÏso changed

to a greater extent than in rats whose mothers had received SBD, since their length and

surface were increased by —16 % and 31 %, respectively.
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DISCUSSION

Isoflavones are compounds that are abundant in rnost (if flot ail) commercial standard

laboratory rat chows. Our findings show that the presence of isoflavones in maternai

diet bas long-term consequences on the morphology and function ofthe hearts ofthe

aduit progeny. In hurnans, there is evidence that isoflavones may have severai beneficial

effects on cardiovascular heaith, inciuding effects on plasma iipoprotein concentration

and on systemic arterial compliance (an indicator of atheroscterosis extent) (29).

However, most ofthe effects ofthese compounds have been attributed to exposure

during aduit life, and they have flot previously been shown to have enduring structural

effects. Likewise, isoflavones have been reported to inhibit L-type Ca2 cunent in

cuitured cardiomyocytes (30), but such direct actions in vitro are clearly of a different

nature than the effects observed in the present study. 0f note, genistein (but flot

daidzein or its metabolites) has anti-tyrosine kinase properties (30), and daidzein (but

not genistein) can be metaboiized by intestinal fora into the bioactive metabolite equol

(31). However, the equivaient potency of both compounds indicates that their effects on

the length of CMs cannot be attributed solely to inhibition oftyrosine kinases or

intestinal metabolism. When PE were absent from the maternai diet during the

combined gestational/lactationai period, the increased length of CMs in the aduit

offspring was accompanied by morphologicai features ofdilated eccentric hypertrophy

and isolated diastolic ventricular dysfunction. When these hearts were further

challenged by volume overload, they progressed (unlike those of rats whose mothers had

been fed with SBD) towards congestive heart failure.
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Most strikingly, the effects ofperinatal dietary isoflavones persisted in the adult

offspring well beyond the tirne these compounds had been removed from the diet.

Interestingly, cpidemiological studies in human populations have indicated that poor

fetal and infant growth associate with the occurrence of the metabolic syndrome later

during aduit life (32). Similar findings have been reported in rats (33). However, there

is no evidence that the effects ofPE on CMs may be due to a similar mechanisms,

because the nutritional value of CBD and SBD were similar, and there were no

differences in the weight ofthe neonatal litters originating from mothers fed with either

type ofdiet.

The finding that dietary PE affect the morphology of CMs only when present during the

perinatal period is somewhat paradoxical given the fact that the growth of these cells is

far from being complete at 3 weeks of age, and that they continue to grow well beyond

that age (8). Although one may hypothesize that the perinatal effects are such that later

growth can no longer compensate for the early structural changes, this would be

surprising in light of the fact that the aduit heart retains considering remodeling

capabilities. Alternatively, one may consider the possibility that dietary PE induce

epigenetic modifications of genomic DNA within cardiac cells during the perinatal

period. Such effects [that are typically accompanied by changes in the acetylation of

histones and in the recruitment of regulators of chromatin (34)] may resuit in the re

programming ofthe level of expression of certain cardiac genes, and thus may persist

well after PE have been removed from the diet. Accordingly, incorporation of genistein

in the diet has been reported to induce changes in the methylation status of several
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cytosine guanine dinucleotide (CpG) islands in tissues other than heart (35). Moreover,

estrogen receptors themselves can recruit coactivators which modify chromatin structure

(36), and isoflavones in particular have been reported to increase the histone acetylation

activity of estrogen receptors (37). Chromatin-mediated effects may weÏl lead to

modifications of the structural properties of CMs, since histone deacetylases are potent

regulators ofthe LVH transcriptional response (3$;3$).

At present, we do flot know whether estrogen receptors are required to observe the

effects of dietary PE on CMs. Neither endogenous ovarian hormones nor PE had any

effects on CMs afier puberty. Interestingly, administration of diethylstilbestrol has been

reported to alter the methylation status of the lactoferrin gene when given to neonatal

mice from postnatal days 1 through 5, but flot when given afier 30 days of age (35). In

contrast to either endogenous ovarian hormones or dietary PE, post-pubertal testicular

hormones (presumably androgens) increased the size of CMs. This effect is in

agreement with the previous report that CMs contain androgen receptors, and that

androgens increase protein synthesis in cultured adult CMs (15). 0f note, testicular

hormones increased both the width and length of CMs in a proportional manner, SO that

there was no net effect on the L/W ratio (in contrast to the effect of dietary PE).

Changes in the dimensions of CMs are believed to have functional consequences mostly

when the relative proportions of length vs. width are altered (7;9).

It is somewhat surprising to observe that minute differences in the composition ofthe

matemal diet have cardiac effects whose magnitude is similar to that observed in many
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transgenic mouse modeis ofcardiac dysfunction. However striking, it is unclear at

present whether the present observations about the effects of PE on the dimensions of

CMs can be extended to ail mammals. for instance, we have obseiwed that the impact

of both types of diet on the dimensions of CMs varied greatiy in different strains of

inbred mice (E. Souzeau and C.F. Deschepper, unpubiished observations). On a broader

note, severat studies support the hypothesis that diets associated to certain cultures have

beneficial health effects (39). for Japanese in particular, some of these effects have

been attributed in part to abundance of isoflavones in the diet (40). If the current

findings are applicable to humans, that hypothesis might be extended to support the

concept that the beneficial effects of certain diets may not be iimited to adult

consumption, but may derive from early exposure during the development period.
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Table 1: Effects of sex and diet on the dimensions ofcardiomyocytes isolated from

aduit hearts and neonatal whole-body weight.

Group Sex Diet Dimensions ofcardiomyocytes NN 3W (g)

L (jim) W (jim) L/W D O D 4

125.8 ± 22.4 + 0.29 5.72 + 0.06 4.71 ± 8.07 +
a M $BD

1.76 bc e bc 0.27 1.01

119.5+ 5.45±0.04 4.12+ 7.20±
b F SBD 22.3+0.17

0.48 ad aU 0.38 0.86

143.1 ± 24.5 + 0.13 5.93 ± 0.04 4.71 ± 7.89 +
e M CBD

1.34 a a a 1.13 1.14

135.4 ± 6.09 ± 0.06 4.53 ± 7.89 +
d F CBD 22.7 ± 0.25

1.09 b b 0.25 0.91

Ail values are means + SEM (n 5-8). Cardiomyocytes have been isolated from the

hearts ofaduit rats at 12 weeks of age. M: male; F: female; SBD: soy-based diet; CBD:

casein based diet; M: male; F: female; L: length; W: width; NN 3W: neonatal body

weight, measured at either day O (D 0) or day 4 (D 4). abcdF 0.01 vs. groups indicated

in superscript. $ignificance levels were assessed by one-way ANOVA followed by

Fisher’s LSD post-hoc tests.

fl
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Table 2: Impact of maternai diet on organ features and dimensions of cardiomyocyte

under basal conditions or in the presence of volume overload

variable Soy-based diet (PE-rich) Casein-based diet (PE-free)

sham ACf % change sham ACF %

change

LVcavity 22.4± 1.24 21.05+3 6% 4O•9+4.$ 56.1 ±47* t37%

(mm2)

LVsurface 97±3.17 91+3.36 L6% 133.4± 154.5+ t16%

(mm2) 2.7 3.23**

VW I tibia 2.45 + 0.05 2.43 ± 0.07 2.57 + 0.12 3.25 + t 26 %

lung weight / 2.77 ± 0.04 2.79 ± 0.03 2.79 + 0.03 3.27 + t 17 ¾

tibia 0.07*

CMlength 125.1± 137.4± t9.9% 131.8± 152.5+ t 15.7%

(jim) 0.7$ O.93 0.68””

CM surface 2916+32 33$l+33 t 15.9% 3128+ 4097+ t31 %

(tm2) l$.$ 34**

Ail values are means ± SEM (n = 5-8). LV: left ventricular; VW: biventricular weight;

CM: cardiomyocyte; ACF: aorto-cavai fistuia; tP 0.05 vs. sham soy-based diet; ttp

0.01 vs sham soy-based diet; 0.05 vs. sham casein--based diet; **P 0.01 vs sham

casein--based diet. Significance ieveis were assessed by one-way ANOVA foiiowed by

Fisher’s LSD post-hoc tests.
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Table 3: Impact of maternai diet on hemodynamic variables ofthe female progeny

Variable

Mean 24-hour BP (mmHg)

Systolic 24-hour BP (mmHg)

Diastolic 24-hour BP (mmHg)

LVEDP (mmHg)

LVESP (mmHg)

dP/dt (-) (mmHg/s)

dP/dt (+)(mmHg)

Tau (ms)

Age

12 weeks

12 weeks

12 weeks

22 weeks

22 weeks

22 weeks

22 weeks

22 weeks

$oy-based diet

98.2 + 2.9

117.5+2.7

$0.3 + 3.3

1.66± 0.62

129.7 ± 8.03

7503 + 375

10672 ± 743

11.04± 0.50

PE-free diet

97.4±2.1

118.7± 1.9

78.1+2.3

1.35 ± 0.36

118.5±3.84

6670+ 179

9547±295

15.64 + 0.93*

Ail values are means ± $EM (n = 5-6). BP: biood pressure; LVEDP: iefi ventricular

end-diastolic pressure; LVESP: lefi ventricuiar end-systoiic pressure; P 0.05 by t-test

comparison.
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FIGURE LEGENUS

Fig. 1: Length, width and L/W ratios ofCMs isolated from 12 week-old fernale (left

part) or male (right part) rats. The animais were either intact (gonads +) or have been

gonadectomized at 6 weeks of age (gonads -). Their mother had received either a

casein-based diet soÏely (no PE exposure) or a soy-based diet either during gestation

(ges), lactation (lac) or the combined two periods (g+i). The dotted lines highiight the

values obtained for cardiomyocytes from intact female rats fed with PE-frec CBD (for

visuai comparison with the values from other groups). < 0.01 vs. the group of intact

rats with no PE exposure, as determined by one-way ANOVA followed by Fisher’s LSD

post-hoc test.

Fig. 2: L/W ratios ofcardiomyocytes isolated from the 12 week-oid offspring of dams

fed during the cornbined gestational-lactational periods with the following diets: only

PE-free casein-based diet (CBD), CBD + gavage with vehicle (veh), soy-based diet

($BD), and CBD + gavage with either daidzein (dad) or genistein (gen).

Fig. 3: Representative images of sagittal sections of hearts arrested in diastole and fixed

under pressurized conditions. All rats have been operated at 10 weeks of age either for

sham-surgery or for induction of an aortocaval fistula (ACF). The mothers ofthe rats

have been fed with either a soy-based or a casein-based diet.
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