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Dans une étude spectroscopique 3!P-RMN, nous avons étudié, in vivo,
le muscle strié squelettique de 4 groupes de rats : 3 groupes de 12 rats
rendus hypothyroidiens par I'administration de propylthiouracile pendant
respectivement 2, 4 et 6 semaines et | groupe de rats témoins, indemnes
de toute endocrinopathie.

Au repos, les rats hypothyroidiens présentaient une acidose
musculaire plus prononcée. A ['effort, nous constations chez les rats
intoxiqués, une consommation sensiblement supérieure de phosphocréatine
et vraisemblablement d'ATP, ainsi que la production de phosphodiesters de
signification encore hypothétique. Lors de la récupération, la régéneération
de la phosphocréatine était considérablement ralentie par rapport au
groupe témoin.

L'ensemble de ces constatations fait évoquer une altération des
phosphorylations oxydatives, ce qui nous incite a considérer la myopathie
hypothyroidienne comme une myopathie mitochondriale acquise,
d'installation précoce, puisque nous observons les principaux stigmates
spectroscopiques dés 2 semaines d'intoxication par ['antithyroidien de
synthése.

MOTS CLES

SPECTROSCOPIE 3!P-RMN
MUSCLE - HYPOTHYROIDIE
ETUDE EXPERIMENTALE
MYOPATHIES MITOCHONDRIALES
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INTRODUCTION




L'atteinte musculaire est une des manifestations les plus anciennement
connues du myxoedéme (164). Elle en est également I'une des plus protéiforme. En
effet, ne revét-elle pas le masque tantét d'une myopathie pseudohypertrophique,
tantdt d'une atrophie d'origine neurogeéne, dans le contexte d'un syndrome canalaire
par exemple, tant6t ['aspect d'une atteinte musculaire d'étiologie dysimmunitaire, telle
que la myasthénie, voire encore d'une authentique myosite ? Cependant, la
présentation la plus habituelle de l'atteinte musculaire du myxoedéme est la
myopathie. Celle-ci peut a4 son tour se manifester de diverses maniéres, dans des

tableaux cliniques plus ou moins sévéres, mais également demeurer asymptomatique.

Plusieurs ouvrages ont été consacrés a cette complication aussi riche du point
de vue séméiologique que passionnante dans ses implications pathogéniques (67, 122,
173). Malgreé tout, la myopathie hypothyroidienne demeure imparfaitement connue et
la place occupée par les hypotheses pathogéniques dans des ouvrages de référence
comme MYOLOGY (73) ou THE THYROID (212) est restreinte et a cet égard
symptomatique. De plus, si I'on compare les données de la littérature, de nombreuses

contradictions peuvent étre notées :

e ainsi, le métabolisme glucidique est classiquement ralenti mais il
existe une consommation glycogénique accentuée a l'effort, qui de surcroit se

manifeste par une lactatémie diminuée (76).

o les phosphorylations oxydatives mitochondriales sont altérées, mais le
meétabolisme est jugé plus efficace que chez le sujet normal (214).

Par ailleurs, nous sommes en présence d'une myopathie accessible a la
thérapeutique. A notre connaissance, seules les myopathies d'origine endocrinienne
et quelques rares myopathies mitochondriales sont accessibles, 2 I'heure actuelle, a

une thérapeutique efficace.

Ces diverses inconnues ou incertitudes ont suscité notre intérét et nous avons
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tenté, a l'occasion d'un travail expérimental, d'apporter quelques éclaircissements a

trois interrogations principales :

o en définitive, existe-t-il des perturbations du métabolisme

énergétique dans le muscle hypothyroidien ?

® sila réponse a cette question est affirmative, alors quelles sont ces

altérations ?

e enfin, a quel stade de l'insuffisance thyroidienne peut-on déceler des

anomalies 7

Compte tenu des contradictions signalées & propos des études anciennes faisant
appel a des techniques invasives (biopsies musculaires) et a2 des dosages biochimiques
in vitro, nous avons opté pour une approche expérimentale plus “physiologique”.
Nous disposons en effet, depuis plusieurs années, dun nouvel outil de travail,
particuliérement performant, nous permettant d'appréhender in vivo, au sein méme
des cellules, les métabolismes énergétiques, dans les conditions physiologiques ou lors
d'états pathologiques. Ce progres technologique est la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire ou spectroscopie RMN (74). C'est pourquoi il nous a paru
intéressant de recourir a cette nouvelle technique d'investigation, pour essayer de
définir un profil spectroscopique en RMN du phosphore 31 (31 P RMN) de la
myopathie hypothyroidienne.

Nous rappelerons donc, dansun premier temps, les principales manifestations
cliniques et paracliniques de la myopathie hypothyroidienne. Puis, aprés avoir
redéfini les principes de la spectroscopie en 31P RMN et de ses champs d'application
les plus usuels, nous exposerons la méthodologie et les résultats d'une étude
expérimentale que nous avons menée sur le muscle squelettique du rat

hypothyroidien.

Dans une ultime partie, nous discuterons ces résultats et les confronterons aux
données de la littérature avant de conclure.



1. LA MYOPATHIE
HYPOTHYROIDIENNE
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[.1. BREF APERCU HISTORIQUE

L'atteinte musculaire de ['hypothyroidie a été reconnue deés les premiéres
descriptions du myxoédéme. Ainsi, vers 1880, ORD (164) rapportant le cas d'une
patiente hypothyroidienne, décrivait les symptémes suivants :

“Sa force déclinait, ses activités mentales et physiques ralentissaient,
ses mouvements devenaient de plus en plus lents, et les muscles du cou
etaient affectés d'une faiblesse tout a fait remarquable. A la fin, elle ne
pouvait plus redresser la téte, (...)] . Elle devint incapable de se relever
depuis une position accroupie. Sa démarche était chancelante comme celle

d’'une personne saoule ; elle tombait souvent...”.

C'est a MARFAN et GUINON en 1893 que revient le mérite d'avoir décrit la
premiére forme pédiatrique de ce type d'atteinte (67).

En 1892, KOCHER décrit les manifestations musculaires du crétinisme (125).

En 1897, HOFFMANN définit chez un patient thyroidectomisé, I'assocation
clinique qui porte son nom : coexistence d'un myxoedéeme et d'un syndrome

myotonique pur (106).

En 1924, CHANEY signale pour la premiere fois le ralentissement des réflexes
dans l'insuffisance thyroidienne (45) et en 1933, les travaux de MUSSIO-FOURNIER
(155) permettent d'établir les bases physiologiques de ['enregistrement du

réflexogramme achilléen.

Entre 1925 et 1934, DEBRE et SEMELAIGNE isolent et décrivent ['entité qui porte
leur nom : I'association d'un myxoedéme congénital et d'une hypertrophie musculaire
généralisée (51, 52).

C'est entre les années 1930 et 1940 que les travaux de différents auteurs
francais établissent la place des troubles musculaires dans le myxoedéme acquis de
I'adulte (84,97, 131, 149).



Le premier ouvrage de langue francaise a réaliser la syntheése dans le domaine

qui nous intéresse a paru en 1965 et comporte 705 références (122).

. [FEST |
FREQUEMMENT RENCONTREES DANS
UHYDPOTHYROIDIE

Si l'atteinte musculaire survenant au cours d'une hypothyroidie est
cliniquement présente dans 30 2 80 % des cas (142, 143, 173), l'intensité des deux
affections n'est pas superposable. La myopathie peutaussi précéder I'endocrinopathie
de plusieurs mois, quelquefois méme de plusieurs années, et de ce fait, faire errer le
diagnostic (17,78, 218).

Comme de surcroit les investigations paracliniques peuvent s'avérer normales
durant une période prolongée (17, 78), le risque pour le malade est d'effetuer de
nombreuses et diverses pérégrinations médicales avant de bénéficier d'un diagnostic
correct, aboutissant a la sanction thérapeutique idoine. C'est pourquoi, il nous a
semblé opportun de rappeler les divers aspects cliniques que peut revétir la

myopathie hypothyroidienne.

La myopathie hypothyroidienne, limitée aux atteintes musculaires primitives a
I'exclusion de toute participation neurogéne, peut revétir plusieurs aspects
présentation habituelle, forme hypertrophique, forme atrophique, forme fruste,

formes mixtes, variétés plus rares.

1.2.1. Présentation habituelle

Elle est dominée par la lenteur des mouvements qui manquent de souplesse, la
sensation d'enraidissement, les crampes, le retard a la décontraction, le phénomeéne du

myo-oedéme a la percussion.



A un degré supérieur on peutaboutir a :

1.2.2. La forme hypertrophique classique du
syndrome myo-hypothyroidien

Classiquement, le tableau associe des signes fonctionnels et des signes objectifs
(63, 64,67, 101,102, 122, 167).

1.2.2.1.Signes fonctionnels

Le myxoedémateux éprouve une  impression  désagréable
d'enraidissement musculaire. Prédominant le matin, celle-ci céde progressivement
lors de la répétition du mouvement (un peu comme le dérouillage matinal dans les
arthrites). Il existe une maladresse des doigts et des mains entravant ['exécution des
mouvements fins et précis. Le patient souffre par ailleurs de crampes musculaires,
quelquefois intenses, pouvant devenir subintrantes. Déclenchées particuliérement
par les mouvements rapidesou un effort, elles sont majorées par la fatigue et le froid.
Enfin, ['un des signes fonctionnels cardinaux est l'asthénie musculaire dont le
pendant objectif est représenté par le signe du tabouret. Cette fatigabilité s'accentue

en cours de journée.

1.2.2.2. Signes ob jectifs

Dans cette forme classique, l'inspection remarque d'emblée
I'hypertrophie musculaire, qui, lorsqu'elle est généralisée, confére au patient un

aspect pseudo-athlétique caricatural contrastant d'ailleursavec l'asthénie alléguée.

Habituellement, cette hypertrophie prédomine sur les segments distaux
des membres, touchant par ordre décroissant de fréquence et d'intensité les mollets,
les bras, les épaules, les avant-bras, les mains, les fessiers, et les masses musculaires
lombaires. Les muscles hypertrophiés (car il s'agit d'une réelle hypertrophie et non
d'un infiltrat myxoedémateux) paraissent excessivement fermes a la palpation, rigides
et empatés. Le testing musculaire retrouve quelquefois une faiblesse plus notable a la

racine des membres, notamment aux quadriceps. Il permet également dans un cas sur
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deux, de mettre en évidence le phénomeéne de pseudo-myotonie. Il convient
d'employer le terme de pseudo-myotonie car, contrairement a la myotonie vraie, ce
trouble, dans ['hypothyroidie, ne se manifeste que rarement a l'occasion de

mouvements volontaires, sauf dans les variétés trés séveéres de I'endocrinopathie.

Cest donc essentiellement ['‘étape de la percussion des masses
musculaires qui permettra d'appréhender le trouble. Si l'on se souvient que cette
myotonie “mécanique” ne se superpose pas forcément a I'hypertrophie, on concevra
la nécessité d'un examen minutieux avec percussion de différents points de la
musculature, notamment des mollets, des biceps, de I'éminence thénar et de la langue,
localisations privilégiées du trouble. Comme dans la maladie de Steinert, il se forme,
apreés percussion, un bourrelet, qualifié ici de myotonoide, par analogie avec cette
dystrophie musculaire. Des fasciculations peuvent également survenir au point

d'excitation.

Remarquons enfin que le réflexe idiomusculaire est obtenu par

percussion en dehors du point moteur.,

1.2.3. La forme atrophique

Les observations princeps ont été rappotées par NICK en 1943 (158). Dans cette
variété nosologique, l'atrophie musculaire touche avec prédilection les muscles de la
ceinture pelvienne et de la racine des membres inférieurs. La diminution de la force
musculaire est plus importante que ne le voudrait ['atrophie. L'hypotonie musculaire

est fréquente.

La palpation, souvent douloureuse, retrouve néanmoins des masses musculaires
qui peuvent étre dures. La percussion n‘engendre pas de réaction pseudo-myotonique.

On parle encore de forme pseudo-myopathique.
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1.2.4. Les formes frustes et dissociées

Elles se caractérisent par une atteinte musculaire mineure. Les signes
prédominants sont tantdt fonctionnels, tantdt objectifs. On décrit des formes
hypertrophiques pures et des formes pseudo-myotoniques pures. Ces derniéres sont
également appelées syndrome de Hoffman dans la littérature francaise (101, 102, 122,
208)Dans la littérature anglo-saxone, le syndrome dit de Hoffman associe faiblesse

musculaire, crampes, rigidité et hypertrophie (123, 143).

1.2.5. Les formes mixtes atropho-hypertrophiques

Elles ont été rapportées par HAGUENAU (97) mais, associant une hypertrophie
des mollets 2 une atrophie thénarienne et hypothénarienne, leur réalité est
discutable dans la mesure ou l'atteinte des mains est sans doute imputable a une
origine neurogéne (syndromes canalaires) et non a une atteinte primitive purement

myogene.

1.2.6. Le syndrome de DEBRE-SEMELAIGNE

Au cours du myxoedéme congénital, il existe habituellement une simple
hypotonie musculaire diffuse. Le syndrome de DEBRE-SEMELAIGNE se définit par
I'existence d'une hypertrophie musculaire généralisée. Les reliefs musculaires sont
majorés. L'hypertrophie est soit dif fuse et homogéne, soit plus prononcée sur certains
groupes musculaires comme les mollets. La consistance des muscles est normale, ferme

ou dure. Les phénomeénes myotoniques sont discrets ou absents.

Cette atteinte musculaire peut exister quelle que soit I'étiologie de

I'insuffisance glandulaire, y compris dans les carences thyréotropes.

Ce syndrome est en fait le parfait équivalent pédiatrique du syndrome

myohypothyroidien acquis de I'adulte (47).
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[.3. AUTRES MANIFESTATIONS MUSCULAIRES
DE LU'HYPOTHYROIDLE

1.3.1. Déficit oculomoteur

Un déficit oculomoteur émaillant I'évolution d'une hypothyroidie primitive est
exceptionnel. Seule une demi-douzaine de cas ont été répertoriés dans la littérature
(174).

1.3.2. Myasthénie

Pendant longtemps, I'association d'un myxoedéme et d'une myasthénie était
considérée comme fortuite. Ce n'est que vers le milieu des années 1960 que plusieurs

auteursont attiré ['attention sur I'importance de cette association (186, 198).

Le tableau clinique est celui d'une authentique myasthénie. Le myxoedéme est
le plus souvent l'aboutissement d'une thyroidite de HASHIMOTO (101). D'autres

affections dysimmunitaires peuvent étre associées.

1.3.3. Formes rares

Nous ne nous apesantirons pas sur des entités exceptionnelles, parfaitement
décrites par M. DUC dans sa thése (67). Nous mentionnerons pour l'anecdote une
observation récente de myopathie hypothyroidienne simulant une sclérose latérale

amyotrphique (154).

1.4 eVOLUTION

Mise a part la myasthénie, les troubles musculaires guérissent généralement
sous hormonothérapie substitutive a posologie suffisante. Plusieurs points méritent

cependant d'étre soulignés.
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La forme atrophique est moins bien améliorée, et moins rapidement que ne
'est la forme hypertrophique classique. Le test thérapeutique est un bon élément du
syndrome de DEBRE-SEMELAIGNE. En effet, diverses malformations congénitales,
rares, peuvent donner le change avec cette affection et ce d'autant plus qu'elles

peuvent étre associées 4 une hypothyroidie.

Le traitement substitutif seul est quelquefois inefficace et l'association a une
corticothérapie peut s'avérer nécessaire (78). Méme si l'amélioration clinique est
satisfaisante, la guérison anatomique est souvent tres lente (17). Des cas de rebond a
l'arrét du traitement ont été signalés (218) de méme que plusieurs cas de résistance au

traitement hormonal (10, 177).

1.5, EXAMENS COMPLEMENTAIRES

1.5.1. Biologie

L'activité créatinine phosphokinase (CPK) sérique est élevée chez presque tous
les patients myxoedémateux , méme en l'absence de doléance musculaire (62, 92, 184)
et semble proportionnelle a la sévérité de I'hypothyroidie (1). L'isoenzyme MM,
d'origine musculaire, rend compte de cette augmentation (62, 88). Ce phénomene
pourrait traduite la fuite des enzymes due 4 une augmentation de la perméabilité
membranaire (145) secondaire a une diminution de I'ATP et des composés riches en
énergie (62, 215). Sous traitement substitutif, la CPK se corrige rapidement, tandis que
la faiblesse musculaire et la TSH mettent plus de temps pour se normaliser (119, 184).

La myoglobinémie est augmentée en fonction de la sévérité de l'atteinte
musculaire (184) tandis que l'excrétion de la créatine est habituellement normale
(184). Quelquefois cependant, la créatinurie peut étre augmentée, en particulier chez
I'enfant (1).
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1.5.2. Etude électrique

L'électromyogramme (EMG) constitue, en neurologie, le prolongement de

l'examen clinique.

Dans les études électrologiques, au cours des syndromes myohypothyroidiens,
les deux altérations les plus courantes sont ['élévation des chronaxies et le
ralentissement de la contraction apreés excitation galvanique (67, 101, 122). L'¢lévation
des chronaxies est en général plus nette dans les muscles présentant des phénomenes
de myotonie mécanique. L' EMG quant a lui n'est cependant pas constamment altéré
dans les syndromes myohypothyroidiens, méme en présence d'une symptomatologie
clinique franche (101, 122).

Dans les syndromes myohypothyroidiens on classe habituellement les
modifications électromyographiques en deux catégories principales :

¢ [es anomalies de caractére myopathique
¢ lesanomalies de caractére myotonique.

1.5.2.1. Les anomalies de caractere myopathique
Elles consistent essentiellement en :

- un bas voltage des potentiels d'unité motrice
- une incidence accrue des potentiels polyphasiques
- un tracé interférentiel en contraction modérée

Ces altérations d'allure myogéne contrastent avec ['imposant
développement des masses musculaires apparamment hypertrophiées et laissent
entrevoir en fait un muscle dégénéré plus en rapport avec la symptomatologie

clinique fonctionnelle.
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1.5.2.2. Les anomalies de caractere myotonique

Plus rares que les précédentes, elles sont constituées de trains d'ondes
prolongées lors des mouvements de l'aiguille, de décharges répétitives apreés
mouvement réflexe provoqué par la percussion du muscle.

En revanche, un aspect myotonique vrai, authentique, n'a été signalé

qu'une seule fois dans la littérature d'ou le terme de pseudo-myotonie.

1.5.3. Réflexogramme achilléen

L'hypothyroidie prolonge le temps de relaxation du réflexe achilléen (68, 69,
184,203, 214). L'origine de la contraction ralentie et de la relaxation freinée pourrait
se situer dans l'altération de l'activité ATPase liée a la myosine et la défaillance du
recaptage du calcium par le réticulum sarcoplasmique (68, 69, 76, 184, 203).

1.5.4. Anatomie pathologique

Nous traiterons des principales modifications histopathologiques dans le
muscle myxoedémateux a l'occasion de la discussion.
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2. PRINCIPES DE
SPECTROSCOPIE RMN
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La derniére décennie a vu I'éclosion de nouvelles technologies possédant des
applications dans le domaine médical. La résonance magnétique nucléaire (RMN) en
constitue un exemple marquant. Elle posséde deux orientations distinctes, appelées a
étre jumelées dans un proche avenir : la spectroscopie RMN et ['imagerie par
résonance magnétique (IRM). C'est la premiére de ces deux techniques que nous avons

utilisé dans notre travail.

Avant de présenter la méthodologie et les résultats de notre étude, il nous a
paru souhaitable de situer briévement la place de la 3!P RMN dans le cadre des études

métaboliques.

Notre travail étant consacré a une approche physiopathologique du
métabolisme musculaire, il nous a semblé inopportun et fastidieux d'imposer au

lecteur un chapitre tréstechnique.

Néanmoins, les personnes intéressées pourront trouver en annexe une mise au
point, sans prétention, dans laquelle nous avons développé les principes physiques et
la validité de la technique de RMN. Nous en avons également profité pour définir
quelques points d'une terminologie quelquefois abstruse en essayant d'éviter le
recours a un jargon trop spécialisé.

2.1 PRINCIPES DE BASE

La spectroscopie RMN étudie le comportement des noyaux des atomes placés
dansun champ magnétique. Le principe élémentaire est que, chaque noyau possédant
un nombre impair de neutrons et de protons, et caractérisé par son “spin”, va,
lorsqu'il est soumis a la foisa un champ magnétique et 4 une onde électromagnétique,
présenter des phénomenes d'échange d'énergie qui donneront naissance a un signal
qui peut étre mesuré. Ce signal est caractéristique du noyau dans le cadre de son

contexte chimique et magnétique.
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2.2. DESCRIPTION DES PHENOMENES

Soit un composé renfermant des atomes, dont le noyau est constitué d'un
nombre impair de neutrons ou de protons, comme le phosphore 31 dans le cadre de la
spectroscopie 3!P RMN. Le spin du 3!P vaut - 1/2. La rotation des noyaux chargés
positivement va créer un champ magnétique. Sous l'action d'un champ magnétique
extérieur, ces noyaux vont se comporter comme de petits aimants élémentaires et
s'aligner avec le champ extérieur Bo. Leur moment magnétique va osciller autour de

la direction du champ Bo avec une fréquence propre (o. On parle de "précession”

pour cette oscillation.

Sinous appliquons a présent au systéme une onde électromagnétique, cet état
d'équilibre va étre rompu. En effet, I'onde électromagnétique va transmettre son
énergie (transition énergétique) au systéme magnétique. L'énergie absorbée sera
maximale lorsque la fréquence de I'onde émise sera égale & o. Lorsque ['émission
électromagnétique est interrompue, I'énergie emmagasinée est restituée par un
phénomene de relaxation. Cette dissipation d'énergie esta I'origine d'un signal appelé

signal de précession libre qui peut étre recueilli et analysé.

Du fait de l'intensité réduite de ce signal par ailleurs trés bref (quelques
dizaines de millisecondes), la sensibilité de cette méthode d'analyse est relativement
médiocre. On peut pallier cet inconvénient en utilisant de gros volumes de
I'échantillon étudié. ou, plus élégamment, en multipliant les impulsions
¢électromagnétiques breves, qui donnent lieu 4 autant de signaux de précession libre
que l'on pourra additionner (on parle d'accumulation). Ceux-ci, aprés un traitement
mathématique appelé transformée de Fourier, donnent un spectre (qui représente le

signal comme une fonction de la fréquence).

Sur le spectre, chaque signal apparait sous la forme d'une raie dont la surface
est proportionnelle au nombre de noyaux qui résonnent. La situation de cette raie sur
le spectre est fonction de la fréquence de résonance qui est spécifique pour chaque

noyau dansdes conditions bien définies.
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2.3 INTERET DE LA TECHNIQUE

2.3.1. Introduction

Le signal de précession libre est spécifique de chaque noyau. Or, les noyaux
étudiés sont non seulement entourés d'électrons, qui modifient déja leur
comportement vis-a-vis d'un champ magnétique, mais surtout, ils font partie
intégrante de molécules fort différentes, elles-mémes en interaction avec les
molécules du milieu. Il en résulte que, pour un méme champ magnétique extérieur FE,
et pour une méme onde électromagnétique appliquée, le comportement du noyau de
31p etudie sera différent suivant la molécule dans laquelle il est intégré. Il en
résultera autant de spectres différents, ce qui est fondamental du point de vue
analytique. Ainsi, par exemple, le signal du 31p de la phosphocréatine sera bien
différent du 31P du glucose-6-phosphate, et I'ATP sera caractérisée par 3 signaux
correspondant respectivement aux P en position gamma, alpha et béta de la molécule.
Ces différences relatives de résonance des noyaux contenus dans une molécule par
rapporta une référence, constituent le déplacement chimique, exprimé en parties par
million (ppm), de maniére a les rendre indépendants de la valeur du champ
magnétiqueﬁ).

Notons enfin que, malgré ['intensité des champs magnétiques appliqués,
I'absorption d'énergie est trés faible. L'inconvénient majeur, nous l'avons vu, est la
geneése d'un signal tres faible nécessitant des accumulations. En contrepartie, cette
transition énergétique modeste présente |'avantage considérable de ne pas perturber
chimiquement le systéme biologique étudié, permettant ainsi des études in vivo. C'est

ce que nous allons briévement évoquer a présent.

2.3.2. RMN du 31p

Nous étudierons les principaux avantages des explorations RMN en nous

limitant aux dérivés phosphorés seuls accessibles a 1a spectroscopie 3!P.
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2.3.2.1. Lles métabolites cellulaires phosphorés

Les groupements phosphates de la cellule ont une importance
quantitative et qualitative. Les besoins d'énergie de la cellule sont pourvus par I'ATP,
molécule portant deux liaisons a haut potentiel énergétique. La cellule renferme
d'autres composés phosphorés impotants : I'ADP, I'AMP, les Pi, la phosphocréatine
(PCr), divers oses phosphates, le 2-3 diphosphoglycérate (2-3 DPG)(dans les
érythrocytes), des coenzymes (NADP).

En théorie, chacun des métabolites cellulaires phosphaté est
identifiable et quantifiable par 3!P RMN. En pratique, un nombre limité mais
important de ces composés intracellulaires est accessible a la détection par cette

spectroscopie.

2.3.2.2. Les réactions chimiques intracellulaires

Les réactions chimiques, autrefois étudiées I'une apres [‘autre dans un
tube a essai, peuvent dorénavant étre suivies par RMN au fur et 4 mesure de leur
déroulement. Les spectres haute résolution obtenus sur des composés phosphorés
situés a l'intérieur de la cellule permettent donc de voir travailler “en direct” une

cellule ou un tissu dans des conditions physiologiques.

2.3.3. Informations obtenues par 1'utilisation de 1a
spectroscopie 31P RMN sur un systéme vivant

2.3.3.1. Information qualitative : identification des
métabolites phosphorés

Les nombreux métabolites phosphorés présents dans la cellule peuvent
étre identifiés simultanément sur la base du déplacement chimique caractéristique et

éventuellement de la structure fine de leur signal de résonance.
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Dans certaines circonstances, la RMN du 3!P a permis de détecter la
présence de dérivés ou de métabolites phosphorés qui n'avaient pas été identifiés par
les méthodes classiques. Lors d'explorations musculaires, par exemple, certains
métabolites  inattendus ont été mis en évidence (SEP), telle la
glycérophosphorylcholine (GPC) et la L-sérine éthanolamine phosphodiester (SEP)
dans des muscles de lapins, de batraciens et de poulets dystrophiques (33, 34, 38, 178).
L'importance de ces métabolites est également étudiée en pathologie humaine (20,
172).

2.3.3.2. Information quantitative

La mesure de l'aire, ou de la hauteur en cas de pics symétriques, des

différents signaux, permet de déterminer les concentrations de divers métabolites.

En effectuant les corrections adéquates exigées par des temps de
relaxation éventuellement différents, la mesure des concentrations relatives de
plusieurs métabolites au sein d'une méme unité métabolique (cellule, tissu, humeur)
est obtenue trés rapidement. Sil'on dispose d'une méthode de calibration appropriée,
les concentrations absolues peuvent étre déterminées. La difficulté réside dans
I'estimation du "volume sensible" exploré.

A ce stade de l'exposé, une remarque s'impose : les concentrations en
métabolites phosphorés mesurées sur un méme systéme par RMN3!P et par les
méthodes "traditionnelles" ne concordent pas toujours.

Deux raisons au moins peuvent expliquer cesdifférences:

e d'une part, la RMN ne détecte pas in vivo la totalité du pool d'un
métabolite, mais uniquement sa fraction mobile (par exemple I'ADP liée aux protéines

des myofilaments ne donne pas de signal RMN)

o d'autre part les techniques d'extraction qui permettent le dosage d'un
métabolite non seulement conduisent au dosage de ce métabolite dans sa totalité, (en
dépit de l'existence d'une compartimentation cellulaire), mais aussi peuvent entrainer
une dégradation sélective de certains composés, la phosphocréatine (PCr) par

exemple.
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Ainsi, I'estimation du potentiel de phosphorylation oxydative d'un tissu
intact basée sur des données obtenues aprés congélation et extraction est

certainement trés inférieure a la valeur réelle (20).

2.3.3.3. Mesure du pH intracellulaire

La RMN du 3!P permet la détermination directe et non destructive du

pH intracellulaire ainsi que 1'ont montré RADDA et coll. (172). D'autres atomes (!H par
exemple) peuvent étre utilisés également dans ce but (82, 165).

2.3.3.4. Compartimentation intracellulaire

Les méthodes “traditionnelles” de détermination des composés
intracellulaires font généralement appel a une homogénéisation initiale du tissu et
donc a la destruction de la compartimentation intracellulaire. Les signaux RMN sont
sensibles 4 I'environnement et, en principe, la présence d'un méme composé dans
deux ou plusieurs environnements (correspondant a deux ou plusieurs

compartiments) est susceptible d'étre détectée.

Ainsi, dans le domaine musculaire, l'existence d'un signal Pi beaucoup
plus large que celui de la phosphocréatine est particulierement bien documenté (20).
Cette différence est trés marquée au cours de la dégradatation métabolique du muscle
anoxique ce qui suggeére la localisation du Pi dans plusieurs environnements de pH a
I'intérieur de la cellule. La perturbation du pH intracellulaire du muscle par ['acétate
entraine l'apparition de deux signaux différents pour l'orthophosphate et les oses
phosphates (20) suggérant une compartimentation de ces métabolites entre le

sarcoplasme et le réticulum sarcoplasmique.

Par ailleurs, cette compartimentation est également sensible lorsqu'on
étudie un composé en partie fortement li¢ 2 un systéme membranaire ou contractile,
qui n'apparaitra pas a la RMN, mais qui sera dosé¢ dans sa totalité par les méthodes

chimiques.
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2.3.3.5. Enzymologie in vivo

L'¢tude de la variation des niveaux de métabolites phosphorés en
fonction du temps dans des conditions qui n'altéerent pas le fonctionnement de la
cellule est un des apports essentiels de la RMN du 3!P.

Des "instantanés meétaboliques” sont aisément pris a intervalles
réguliers et permettent de suivre des flux de métabolites, soit dans des conditions
normales, soit dans des conditions physiologiques ou pathologiques diverses. Ces
mesures successives ont ouvert la voie au domaine nouveau et remarquable de

I'enzymologie in vivo et & I'étude des cinétiques enzymatiques in vivo.

2.4 SPECTRE TYPE OBTENU PAR L'ETUDE RMN
DU 31P DU MUSCLE STRIE SQUELETTIQUE

2.4.1. Introduction

Nous exposerons dans un premier temps I'aspect du spectre du 3!P du muscle
strié squelettique au repos. Secondairement, nous étudierons le devenir de ce spectre a
I'exercice et détaillerons les principaux paramétres spectroscopiques permettant
d'évaluer les échanges énergétiques.

2.4.2. Spectre du 31P du muscle strié au repos

2.4.2.1. Rappels

Seul un nombre restreint et a présent bien connu de métabolites
phosphorés est présent en concentration suffisante dans le muscle strié pour donner
naissance 2 un signal par spectroscopie RMN du 3!P. Le recueil du signal se fait par
une bobine en regard de laquelle est placé le muscle étudié.
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Selon TAYLOR (204), les prélevements récents de peau et de graisse
n'engendrent pas de signal avec cette technique, et les signaux en rapport avec le 2-3
DPG (2-3 diphosphoglycérate) sanguin sont négligeables dans la contribution au

spectre du 3!P du muscle.

Par ailleurs, le signal 1i¢ a I'énorme quantité de phosphates liée a l'os
peut aisément étre éliminé aprés déconvolution du fait de la largeur méme de la raie

en rapport avec un élément immobile.

2.4.2.2. Le spectre

Comme nous |'avons déja noté, seules quelques molécules phosphorylées
d'importance primordiale existent dans la fibre musculaire : notamment la PCr, les Pi,
I'ATP, I'ADP, I'AMP, des phosphomonoesters, des phosphodiesters, et des oses
phosphates.

Lors de I'étude en RMN, ces composés pourront générer chacun un ou
plusieurs pics (dont le nombre est fonction du nombre d'atomes de phosphore
présents dans la molécule), spécifiques, qui ensemble, vont constituer le spectre de

repos du muscle strié.

Ces pics correspondent a la résonance du Pi, de la PCr, des phosphates

gamma, alpha et béta de I'ATP (figure 1).

le pic béta de I'ATP est le pic qui permet de quantifier les
concentrations d'ATP, compte tenu de la superposition aux pics alpha et gamma des

pics de résonance de I'ADP.

Quelquefois, il est possible d'observer des pics supplémentaires : pic de
phosphodiesters (PDE) : glycérol 3 phosphorylcholine, sérine éthanolamine
phosphodiester, oses phosphates (fructose 1-6 diphosphate, glucose 6 phosphate)

Chacun de ces picsa une position bien précise dans le spectre, fonction

du déplacement chimique (tableaun”® 1)
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PCr
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Figurel

Spectre du muscle strié squelettique au repos
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METABOLITES DEPLACEMENTS CHIMIQUES (ppm)

Fructose 6-P 7.5

Pi variable selon le pH

(3,31 --> 5,65)

PCr 0 (référence)
ATPY - ADPB -25

ATPe - ADP e -76

ATP 8 - 15,9

Tableaun" |

Déplacements chimiques des métabolites phosphorés musculaires
d'aprés EDVARDS (70)

2.4 3. Modification du spectre a 1'exercice

Au cours de l'exercice musculaire, il existe une déplétion de la PCr et une
accumulation de Pi. Cette modification traduit la consommation d'énergie
immédiatement disponible sous forme de PCr (figure 2).

Les modifications des autres pics ne sont pas toujours exploitables soit parce
qu'elles sont minimes, voire nulles, soit parce que les pics ne sont plus visibles. Ainsi,
par exemple, du fait du déplacement du pic de Pj, il peut y avoir un chevauchement
voire un petit pic de PDE.




Figure 2
Exemple de spectres 3 1P successifs recueillis au repos,

a l'effort et en récupération

récupération

repos

A A\\ /
Pi PCr ATP

exercice

L
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2.5. PARAMETRES ETUDIES

Les parameétres variables qui intéressent le physiologiste, sont essentiellement
les valeurs :

- des pics du Pi

de laPCr
- des éventuels PDE qui pourraient apparaitre
- du déplacement chimique du Pi.

Les contenus en Pi et en PCr peuvent étre estimés :
e soit A partir de la surface de leur pic (117, 137, 138, 139, 172, 204), lui-
méme établi directement par le programme informatique couplé au récepteur ou par

calcul a partir des spectresen utilisant une méthode de calcul de triangulation.

e soit & partir de la seule hauteur des pics (s'ils sont symétriques) (117,
213,219).

Ces deux méthodes donnent des résultats superposables (117)

¢ soit 2 |'aide d'un programme informatique d'intégration des pics (par
exemple le programme integnew)

Les valeurs de Pi et de PCr peuvent étre exprimées en unités normalisées (U.N.)
en utilisant les rapports :

Pi / (PCr + Pi)
et
PCr / (PCr + Pi)

ce qui permet de réduire les incertitudes de mesure.

Connaissant le contenu en ATP des cellules, concentration qui est
généralement constante pour une activité physique en de¢a d'un niveau liminaire, il
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est possible de déterminer les concentrations des autres métabolites phosphorés par
comparaison de l'aire de leur signal a I'aire du signal de |'ATP.

Le pH intracellulaire est déterminé a I'aide du déplacement chimique des Pi en
utilisant la formule de RADDA (188)

2.6. UMITES DE LA TECHNIQUE RMN

2.6.1. Aspect économique

En 1989, le coot de revient d'un examen en spectroscopie RMN était d'environ
1500 F. Ce coOt tient compte de l'entretien et de I'amortissement du matériel, mais suffit
a expliquer qu'une méthode aussi onéreuse ne puisse étre utilisée en routine.
L'acquisition du matériel RMN et son entretien incombent entiérement au service de
Médecine Nucléaire, ce qui représente une lourde charge financiére.

2.6.2.1. Dans I'enceinte du spectroscope RMN

Avantde pénétrer dans 'enceinte o0 est situé I'aimant, il convient de se
délester de tout objet pouvant étre attiré (et alors se comporter comme un projectile)
ou détérioré par le champ magnétique (cartes de crédit, mémoires informatiques,

bandes magnétiques).

Le risque peut étre vital si I'¢lément pouvant étre attiré est situé¢ a
I'intérieur d'un organisme (pace-maker, clips métalliques, prothéses, projectiles).

Ainsi, un tel risque est une contre-indication absolue et formelle a la

réalisation de ce type d'examen.
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2.6.2.2. Aux alentours du spectroscope RMN

Le champ magnétique n'est pas limité a I'enceinte de I'appareil, mais ses
valeurs résiduelles 3 quelques meétres de l'aimant sont susceptibles de géner le
fonctionnement d'appareils électroniques, d'appareils 2 mémoire magnétique, voire

de stimulateurs cardiaques.

2.6.2.3. Altérations cellulaires

A notre connaissance, il n'a été signalé aucune altération viscérale ou
génétique chez des patients ou le personnel exposé. Des recommandations de la Food
and Drug Administration suggérent néanmoins de ne pas utiliser cette technique chez
la femme enceinte, cette méthode n'ayant pas fait la preuve de son absence de risque

tératogéne.

2.6.3. Reproductibilité de 1a technique

Il semblerait que la spectroscopie RMN du 3!P soit une technique hautement
reproductible, comme I'ont montré les travaux de TAYLOR lors d'exercices réalisés a

plusieurs joursd'intervalle (204).

2.6.4. Localisation en profondeur

Une des principales difficultés actuelles de la spectroscopie RMN est la
localisation en profondeur d'un tissu, d'un muscle. La nécessité de plusieurs
centimétres cubes de volume musculaire rend I'examen délicat pour I'étude de certains
muscles, voire impraticable ou trés minutieux en ce qui concerne le diaphragme.
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2.6.5. Résolution temporelle

Pour avoir un signal interprétable sur le spectre, il faut envoyer plusieurs fois
une onde radiofréquence et réaliser la sommation des signaux de précession libre
(SPL) correspondants. A l'arrét d'une impulsion radiofréquence, le moment
magnétique du noyau de 3!P met une trentaine de secondes pour revenir 2 son état

d'équilibre.

Pour raccourcir le temps d'acquisition d'un spectre, il suffit d'émettre les
impulsions radiofréquence avant que le moment magnétique ne regagne son état
d'équilibre, et de corriger les valeurs de la PCr mesurées sur le spectre par le facteur
de correction ou de relaxation ou facteur de saturation. Celui-ci est calculé en
comparant les hauteurs des pics de PCr sur deux spectres, ['un obtenu en attendant le
retour 4 l'état d'équilibre du moment magnétique du noyau 3!P avant d'envoyer
I'impulsion de radiofréquence suivante et l'autre, obtenu sans attendre le retour a
I'état d'équilibre.

Le facteur de saturation dépend du champ magnétique, de la fréquence des
impulsions radio, du tissu, et de I'espéce étudiés.

2.6.6. Résolution spatiale

La bobine radiofréquence, placée a la surface d'un tissu, permet d'enregistrer
les signaux correspondant aux métabolites contenus dans la partie du tissu adjacent
dont le volume exploré est imprécis, mais constant pour un méme tissu étudié. Il est
donc difficile, quelquefois, d'é¢tudier un muscle, en particulier, surtout si son volume

est faible.
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2.6.7. Mouvements entre 1a bobine et le muscle

Les mouvements entre la bobine et le muscle étudié sont responsables d'une
dégradation de la qualité des spectres, donc d'incertitudes de mesure des paramétres

recueillis.



3. MATERIELS ET METHODES
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3.1 INTRODUCTION

La spectroscopie du 3!P RMN permet I'étude in vivo du métabolisme
énergétique du muscle strié¢. Préservant l'intégrité du tissu, cet examen peut étre
répété tant au repos que durant l'activité ou la récupération.

Le muscle squelettique est un point d'impact classique des hormones
thyroidiennes. Cependant, la relation entre l'ancienneté de I'hypothyroidie et la
sévérité de la myopathie est encore mal connue. C'est pourquoi, il nous a paru
intéressant d'appliquer la spectroscopie 3!P RMN a des groupes de rats présentant une
insuffisance thyroidienne induite de profondeur croissante, et de comparer les
résultats a4 ceux obtenus dans un groupe témoin. Ceci devrait permettre d'établir le
profil spectroscopique de la myopathie hypothyroidienne jusque 1a peu étudiée, et de
confirmer la précocité de |'atteinte.

3.2. ANIMAUX

Notre étude a porté sur 48 rats males de race Wistar agés, au début de
I'expérimentation, de 8 semaines (IFFA CREDO, DOMAINE DES ONCINS). Le poids moyen
des rats au début de l'expérimentation est de 262 ¢ 16 g. Nous avons utilisé¢ des rats de
méme sexe car il a été décrit des modifications légérement différentes en fonction du

sexe en cas d'hypothyroidie (214).

3.3. SPECTROMETRE

L'ensemble des expérimentations a été mené dans le Laboratoire de
Biophysique de la Faculté de Médecine (Professeur ROBERT) (Rue Lionnois - CHRU de
NANCY).

L'appareillage RMN et toute I'infrastructure informatique ont été représentés

sur lafigure 3.
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L'étude a utilisé un spectrométre Bruoker BNT 100 interfacé, muni d'un aimant
supraconducteur horizontal de 2,35 teslas, dont le diamétre interne est de 40 cm. Des
bobines de surface de 5 cm de diamétre ont permis d'améliorer la qualité des spectres.
Les fréquences de résonance du 3!1P et du !H étaient respectivement de 40,65 et de
100,125 mégahertz.

3.4. SUBSTANCES PHARMACEUTIQUES

Les rats ont été rendus hypothyroidiens a I'aide de Propylthiouracile (P.T.U.),
additionné a I'eau de boisson a raison de 500 mg/!1, délivré par la Pharmacie Centrale
des Héopitaux de Paris, et ont été anesthésiés avec du phénobarbital (phénobarbital
sodique sous forme de lyophilisat) (Laboratoires SPECIA - PARIS).

3.5. DOSAGES BIOLOGIQUES

Les dosages des hormones thyroidiennes (thyroxine libre et triodothyronine
libre, respectivement FT4 et FT3) ont été réalisés par méthode radio-immunologique de
type compétition (Amersham International Londres).

3.6. METHODES

3.6.1. Animaux

Les rats ont été répartis en 4 groupesde 12 aprés tirage au sort. Les groupes ont
été définis comme suit :

o un groupe T constitué de 12 rats témoins non traités
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¢ 3 groupes HYP définis par la durée d'adminsitration d'un antithyroidien de
synthese : le PTU :

- groupe HYP 2 : administration de PTU pendant les 2 semaines qui
précédent le sacrifice des animaux

- groupe HYP 4 :administration de PTU pendant les 4 semaines qui
préceédent le sacrifice des animaux

- groupe HYP 6 : administration de PTU pendant les 6 semaines qui
précedent le sacrifice des animaux.

Une période d'acclimatation de quatre semaines a été respectée . Le
propylthiouracile était administré dans I'eau de boisson a raison de 500 mg de PTU base
en poudre dissoute par litre d'eau, suivant le protocole préconisé par Bergseth et al..
(18).

Le schéma du protocole d'administration de PTU est représenté sur la figure 4.
Il a été calculé de fagon a obtenir des rats d'dge similaire lors de |'expérimentation
RMN (16,5 t 1 semaine). En effet, il a été décrit des changements de type de fibre
musculaire avec 1'age, ce qui rend cette précaution nécessaire (128).

Les animaux étaient répartis a raison de 3 par cage, nourris sans carence et
changés quotidiennement. La boisson était administrée a volonté. Les cages étaient
placées au calme, dans une ambiance thermique constante (27°) avec une alternance

d'ambiance diurne et nocturne de 12 heures.
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Les animaux ont été pesés dés réception, tirés au sort, marqués, puis répartis

dans leurs cages respectives.

3.6.2. Préparation a la spectroscopie

3.6.2.1. Anesthésie et pesée

Le jour de la procédure expérimentale, chaque muridé était anesthésié a
l'aide de phénobarbital par voie intrapéritonéale a la posologie de 40 mg/kg.
L'anesthésie générale, obtenue en quelques minutes, se prolongeait jusqu'au sacrifice
final, sauf en de rares exceptions, o0 une dose complémentaire du barbiturique était
nécessaire jusqu'a obtention d'une anesthésie de qualité chirurgicale (3 raison de 20
mg/kg supplémentaires). L'administration du sédatif était réalisée a chaque fois que le
rat précédent arrivait a la fin de I'excitation dans le spectromeétre. Afin de déterminer
la courbe de croissance, chaque rat était alors pesé a 1'aide d'une balance de Roberval.

3.6.2.2. Installation des rats

Chaque rongeur anesthésié était attaché en décubitus ventral sur une
planchette de dissection. L'arriére train droit était fixé de fagon a ce que chaque
articulation (hanche, genou, cheville) soit fléchie a angle droit. Une fenétre découpée
dans la planchette a ce niveau permettait I'acquisition des spectres dans des conditions
plus favorables. Un trait de bistouri légérement oblique en bas et en dehors, tiré a
partir de 1'épine iliaque postéro-supérieure permettait, aprés dissection des fascias,
d'aborder le plan musculaire. Entre les deux chefs fessiers, réclinés de fagon
atraumatique, le nerf sciatique était isolé de maniére exsangue apreés avoir été libéré
de sesadhérences. Il étaitalors placé dans une électrode de stimulation.

3.6.2.3. Stimulation

Une électrode de stimulation, métallique, isolée, mise en place sur le
nerf sciatique, permettait I'administration, durant la seule phase d'excitation, d'une
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impulsion électrique rectangulaire de 1 ms, 15 volts, a la fréquence de 2 hertz. Les
caractéristiques de ce courant correspondent pour le nerf a une stimulation
supramaximale. Celle-ci induit la contraction de I'ensemble des groupes musculaires
situés sous l'articulation fémoro-tibiale (soléus, gastrocnémien, plantaris). Une seule
fréquence de stimulation a été utilisée (2 Hz), afin de réduire la durée des
investigations. Elle a été choisie de maniére a éviter toute tétanie musculaire. La patte
de l'animal étant immobilisée, l'effort réalis¢ contre résistance est du type
isométrique. Il est relativement standardisé, compte tenu du positionnement
rigoureusement identique de tous les rats, grace a l'utilisation de repéres précis.

La phase d'excitation, de 10 minutes, était encadrée d'une période de
repos et d'une phase de récupération de méme durée, dépourvues de toute activité de

stimulation du systéme neuro-musculaire.

3.6.2.4. Obtention des spectres

Les rats, placés en position de décubitus ventral sur un guide introduit
horizontalement dans l'aimant supraconducteur étaient positionnés au centre du
champ magnétique afin d'obtenir des spectres de haute définition.

Avant chaque étude spectroscopique, |'homogénéité du champ
magnétique était optimisée en observant le signal proton.

Pour recueillir les spectres en 3IP, étaient appliquées des impulsions
radiofréquence sous un angle de 70° et d'une durée de 100 microsecondes. Le temps de
répétition était de 2 secondes. Afin d'obtenir une bonne définition, nous procédions a
I'acquisition cumulée de 20 signaux de précession libre par minute.

Ainsi, au repos (10 minutes), le spectre recueilli correspond a
I'acquisition cumulée de 200 signaux de précession libre ; durant I'excitation, chaque
spectre correspondant a2 2 minutes de stimulation, est le fruit de 'accumulation de 40
signaux. Les 2 premiéres minutes de récupération correspondent a 20 accumulations
contre 40 accumulations pour les 4 spectres suivants obtenus pendant les 8 derniéres

minutes de récupération.
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Temps de Nombre de SPL Temps de I'étude Nombre de SPL
l'étude accumulés accumulés
REPOS 200 Récup. 1 20
EXC1-2 40 Récup. 2 20
EXC3-4 40 Récup. 3-4 40
EXC5-6 40 Récup. 5-6 40
EXC7-8 40 Récup. 7-8 40
EXC9-10 40 Récup. 9-10 40
Tableau n’ 2

Nombre de signaux de précession libre cumulés pour I'acquisition des
spectres aux différents temps de I'expérimentation

La procédure décrite nous permet donc le recueil de :

¢ un spectre de repos de trés haute définition

¢ 5 spectres d'excitation de bonne définition

e 2 spectres de récupération initiaux de définition un peu moins bonne,
mais apportant des renseignements intéressants concernant la phase
précoce de récupération

® 4 spectres de récupération de bonne définition.

Pour chaque spectre, nous nous intéressons aux pics suivants :

¢ pic de la phosphocréatine (PCr)

¢ pic des phosphates inorganiques (Pi)
¢ pic des phosphomonoesters (Pm)

¢ pic des phosphodiesters (PDE)

¢ pic de I'ATP 8 (ATP)
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Ceci nous permet d'étudier les parameétres suivants :

¢ le pH a partir du déplacement chimique des Pi
et les rapports :
- PCr/ Pi
- PCr/ (PCr + Pi)
- PCr/ ATP
- PDE/ ATP
- Pi/ ATP
- Pm/ ATP

3.6.2.5. Sacrifice de I'animal

Aprés avoir retiré chaque rat du spectromeétre et vérifié la profondeur
de l'anesthésie, I'animal est positionné en décubitus dorsal. Une laparotomie médiane
transversale et longitudinale en T inversé permet, aprés réclinaison des viscéres
splanchniques et dissection du rétropéritoine, d'aborder l'aorte. Une ponction de 2
millimétres en amont de la bifurcation aortique permet de recueillir sur tube
hépariné entre 7 et 10 ml de sang, entrainant le décés de I'animal par exsanguination.

3.6.2.6. Dosages plasmatiques

Le sang recueilliest destiné A plusieurs analyses :

¢ dosage de la FT4
¢ dosage de 1aFT3

par méthode radio-immunologique, afin de confirmer I'hypothyroidie
chez lesanimaux intoxiqués et de vérifier I'absence de dysthyroidie dans la population

témoin.
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3.6.2.7. Analyse des résultats

Pour chaque spectre :

¢ |a ligne de base est tracée par régression linéaire entre les niveaux

moyens du bruit de fond a gauche du pic Pm et a droite du pic d'ATB 8.

® NoUS Nous intéressons aux pics suivants :
- pic de phosphocréatine (PCr) qui sert de référence
- pic des phosphates inorganiques (Pi)
- pic des phosphomonoesters (Pm)
- pic des phosphodiesters (PDE)
- pic béta de I'ATP (ATP B)

Nous avons reproduit ci aprés un spectre démonstratif. Vous
reconnaitrez de gauche a droite les pics suivants : Pm, Pi, PDE, PCr, ATP gamma, ATP
alpha, ATP 8 (figure 5).

¢ nous avons quantifié I'importance des pics par le calcul de leur aire a
l'aide d'un programme d'intégration automatisé par rapport a la ligne de base

(programme Integnew Briker).

® nousavons retenu plus particuliérement les parameétres suivants :
- les rapports PCr/Pi, PCr/(PCr + Pi), PCr/ATP, Pi/ATP, PDE/ATP,

et Pm/ATP

- le pH intracellulaire que nous avons déterminé directement a
partir du déplacement chimique du pic Pid'aprés la formule de
RADDA



44

PCr
ATPx
ATPY ADP«
Pi
Pm PDE
an -
PRI VAN A ' | S SRS WERR W SRS SNND SUNE SO UNUND SUNY SN T S SRV RPN SR N 1
19.8 5.0 -19.9 -28. 93
PPM
Figure 5

Spectre démonstratif



45

3.6.2.8. Analyses statistiques

Pour chaque variable étudiée, l'analyse statistique a porté sur une
comparaison de moyennes, en supposant une répartition gaussienne des échantillons.

- pour la comparaison de deux groupes, nous avons eu recours au test t de
Student-Fischer pour séries non appariées, en supposant une égalité des variances de

chaque échantillon

- pour la comparaison globale des quatre groupes, le choix a porté sur une
analyse de variance a un facteur (en l'occurence la durée de I'hypothyroidie)

- pour ['¢tude de l'évolution d'un parameétre en fonction du temps (périodes
d'excitation ou de récupération post-stimulative), un modéle d'analyse de variance a
deux facteurs (durée de I'hypothyroidie et temps) avec interaction a été utilisé.

Un risque alpha de 0,05 a été choisi comme seuil de significativité. Tous
les résultats sont présentés sous la forme : valeur moyenne du groupe plus ou moins
un écart type (86, 189).

3.7. JUSTH 0 oL

3.7.1.Choix de la stimulation

Nous avons, dans cette étude, opté pour une stimulation non tétanique,
autorisant une approche du fonctionnement aérobie des muscles. Ceci nous permet
d'appréhender les métabolismes oxydatifs mitochondriaux. La déplétion de la
phosphocreéatine est suffisante pour I'étude de son métabolisme (25).



46

3.7.2. Durée du protocole

La durée limitée dans le temps de 'expérimentation (une demi-heure) permet
de réduire les effets de I'hypothermie, secondaire a I'affection endocrinienne et a
I'anesthésie, 4 un minimum. Ceci est d'autant plus vrai que nous avons procédé a un
réchauffement de I'ambiance thermique des animaux avant le début de chaque
expérience. Les effets de I'hypoxie sont également limités comme l'ont montré les
résultats d'une étude récente (25).



4. RESULTATS
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Nous envisagerons successivement les effets cliniques et les résultats

biologiques et spectroscopiques.

G.1. EFFETS CLINIQUES

A l'instar d'autres études, nous constatons un ralentissement de la courbe de
croissance chez les rats hypothyroidiens (109, 162). L'ensemble des poids des
différents muridés est répertorié dans le tableau 3.

Par ailleurs, plusieurs signes cliniques sont évocateurs d'hypothyroidie chez

les rats traités par PTU :

® une certaine apathie (pour ne pas dire une apathie certaine dans le groupe

intoxiqué six semaines durant)
e un ralentissement dans la gestuelle

e une discréte dépilation (qui se confirme sur les rats anesthésiés).

4.2. RESULTATS BIOLOGIQUES

Les dosages de FT3 et FT4 confirment ['hypothyroidie chez tous les rats traités
au PTU (tableau 3).

En revanche, les rats témoins sont euthyroidiens, ce qui est satisfaisant lorsque
I'on sait que 15 % des rats de race Wistar développent une tumeur hypophysaire, selon

I'éleveur (IffaCredo), a un 4ge plusavancé cependant.



49

GROUPE FT3 FT4 POIDS AGE
pmoles/1 pmoles/1 grammes semaines
TEMOIN 1,14 + 0,37 14,13 £ 4,25 | 469,3 + 28,5 15
HYPO 2S 0,407 £ 0,035 1,53 £0,16 411,3 + 38,2 16
HYPO 4S 0,511 *+ 0,060 1,67 £ 0,16 400,6 + 21,0 17
HYPO 6S 0,541 * 0,053 1,67 + 0,15 371,2 + 16,2 18

TABLEAU 3 : valeurs de la fraction libre de T3, de la fraction libre de

T4, du poids et de 1'age des differents groupes de rats
(valeur moyenne * 1 écart-type)
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4.3. RESULTATS SPECTROSCOLIQUES

Nous décrirons successivement les résultats obtenus au repos, lors de
I'excitation, et enfin pendant la récupération. Notons toutefois, dés a présent, qu'il

n'est constaté a aucun moment de pic anormal.

4.3.1. Résultats spectiroscopiques du muscle au repos

Les principaux résultats sont colligés dans les tableaux annexes 1 a 4 et sur les
figures6a 12.

Le pHde repos est en moyenne de 7,145 + 0,041 dans le groupe témoin. Il est
significativement plus alcalin que dans les trois autres groupes (p < 0,001). Il n'existe
pas de différence significative concernant le pH entre les 3 groupes de rats

hypothyroidiens

Les rapports PCr/Pi et PCr/(Pcr + Pi) se comportent d'une fagon sensiblement
équivalente dans les 3 groupes de rats intoxiqués. Ils sont significativement abaissés

par rapport au groupe témoin (p < 0,025).

Le rapport PCr/ATP est significativement plus élevé chez les rats du groupe
Hypo 4S (p <0,025).

Le rapport PDE/ATP, sensiblement identique chez les rats témoins et les rats les
plus récemment traités, double aprés 4 semaines d'intoxication et triple presque dans
le groupe HYPO 6S (p <0,001).

Le rapport Pi/ATP est augmenté d'environ 40 % chez les rats hypothyroidiens
(p <0,025).

Le rapport Pm/ATP est sensiblement égal dans les 4 groupes de rats.
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FIGURE 7
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FIGURE 9
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FIGURE 10
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FIGURE 11
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FIGURE 12
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4.3.2. Modifications spectroscopiques observées

a 'effort

La plupart des paramétres étudiés présentent des variations a I'effort. Nous
nous proposons de rapporter ces modifications en nous aidant des tableaux annexes 1 a
4 et des figures6a 12.

Les groupes hypothyroidiens présentent une déplétion plus marquée en PCr.
Le rapport PCr/Pi est abaissé de fagon significative chez les rats hypothyroidiens (p <

0,05).

Le comportement est sensiblement paralleéle dans les quatre groupes d'animaux
avec une chute brutale des rapports dés le début de l'excitation (valeurs de repos
divisées par 3 2 4 aprés 2 minutes de stimulation) puis un infléchissement rapide, la

diminution des rapports devenant asymptotique.

Le pH suit également une évolution sensiblement parallele dans les 4 groupes
(figure 6). Aprés une diminution progressive de celui-ci jusqu'a la fin de la 4¢me
minute d'excitation, se précise une réascension progressive jusqu'a la fin de cette
phase. Les rats hypothyroidiens présentent une acidification plus importante que les
rats témoins avec un point vallée significativement abaissé (p < 0,01, résultat de
I'analyse de variance globale). Toutefois, on notera une réascension plus lente du pH
dans les groupes HYPO 4S et HYPO 6S (p < 0,01 au test t de Student) par rapport au
groupe témoin apreés 8 minutes d'excitation.

Le rapport PCr/ATP diminue pendant 2 (groupes HYPO 2S et HYPO 6S) a 4
minutes (groupe témoin et HYPO 4S) puis augmente de fagon plus progressive et
modérée jusqu'a la fin de I'excitation o0 les valeurs mesurées demeurent inférieures
aux valeurs initiales (figure 9). Seul le groupe HYPO 4S présente un comportement
significativement différent des autres groupes avec des valeurs du rapport

constamment supérieures.

Le rapport PDE/ATP augmente dans les 4 groupes jusqu'a un maximum situé
environ vers la moitié de I'excitation. Le groupe témoin présente toujours des valeurs
significativement plus basses de ce ratio (p < 0,001, résultat de I'analyse de variance
globale). La production de PDE dans le groupe HYPO 4S (surtout et de fagon
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significative) et dans le groupe HYP0 6S (2 un degré moindre et non significative) est

plus importante que dans les deux autres populations.

L'évolution du rapport Pm/ATP est identique dans les 4 groupes de rats et peut

étreappréciée sur la figure 12.

Apreés une ascension rapide durant les 2 minutes initiales de I'excitation, le
rapport Pi/ATP augmente plus lentement jusqu'a la fin de I'effort. Les valeurs sont
plus élevées dans les groupes hypothyroidiens, mais seules les différences entre les
groupes HYPO 4S et témoin sont significatives. Mises a part les 2 minutes initiales ou
l'augmentation parait plus brutale dans les groupes intoxiqués, l'évolution est
sensiblement parallele dans les 4 groupes. Les valeurs de repos sont multipliées par 3
a 4 a la fin de l'excitation. Par ailleurs, nous avons constaté a plusieurs reprises des

pics de Pi bifides chez les rats intoxiqués.

4.3.3. Modifications spectroscopiques de récupération

Les résultats sont représentés dans les tableaux annexes 14 4 et les figures 13 a
19.

Il existe une régénération de la PCr d'allure exponentielle comme ['attestent les
rapports PCr/Piet PCr/(PCr + Pi). L'analyse de variance met en évidence des rapports
significativement beaucoup plus élevés dans le groupe témoin (p <0,001) qui recouvre
lesvaleursde reposaprés6 minutes de récupération, tandis que les rats intoxiqués ne
récuperent pas les valeursinitiales a la fin de la récupération, arbitrairement fixée a
10 minutes. La différence observée entre la fin de la récupération et le repos est
hautement significative (p <0,01) pour les groupes HYPO 4S et HYPO 6S ; elle ne I'est

pas pour les 2 autres groupes.

Les fluctuations du pH sont intéressantes également (figurel3). Aprés une
discrete acidification initiale, qui dure 1 2 2 minutes environ (4 minutes dans le
groupe HYP02S) se produit une réascension, lente chez les rats intoxiqués, plus rapide
chez les rats témoins, qui présenteront donc un pH plus alcalin durant toute la
récupération (p <0,001). Durant les 2 premiéres minutes de la récupération, le groupe
HYPO 2S présentera un comportement intermédiaire, avec des valeurs différentes des

3 autres groupes.
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FIGURE 14
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FIGURE 15
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FIGURE 16
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FIGURE 17
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FIGURE 18
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FIGURE 19
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En ce qui concerne le rapport PCr/ATP, les tendances déja amorcées lors de
I'excitation se confirment comme cela peut étre constaté sur la figure... Le groupe
HYPO 4S présente en permanence des valeurs significativement supérieures aux 3
autres groupes. Il est intéressant de noter que toutes les valeurs constatées en fin de
récupération sont supérieures aux valeurs de repos. Elles ne sont cependant
significativement augmentées que dans les groupes HYPO 2S et HYPO 4S,.

Les PDE continuent A décroitre dans les 4 groupes, les rats témoins continuant
d'en produire significativement beaucoup moins (p < 0,001 en recourant a I'analyse de
variance). Les valeurs du rapport PDE/ATP a la fin de la récupération, sont plus
élevées de 50 % (témoins) 2 100 % (HYPO 2S) par rapport aux valeursde repos.

Le rapport Pi/ATP poursuit sa décroissance.

La différence entre les ratstémoins et les animaux intoxiqués est considérable
(plus du double pour ces derniers en fin de récupération ; p < 0,001). Cette différence
qui s'est accentuée au fil des minutes conduit les rats hypothyroidiens a des valeurs
supérieures aux valeurs de repos tandis que le groupe témoin présente un ratio en
deca. L'évolution constatée dans le groupe HYPO 2S suggére un comportement
intermédiaire. D'ailleurs, la différence entre les valeurs constatées en fin de
récupération et les valeurs de repos ne sont significatives que pour les groupes HYPO
4S et HYPO6S. (p <0,01).

Le rapport Pm/ATP ne laisse pas apparaitre de différence entre les divers
groupes.
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5.

DISCUSSION
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Les principales données de la littérature concernant les myopathies
hypothyroidiennes sont d'ordre clinique, physiologique, biochimique et anatomo-
pathologique. Les études spectrométriques en 31P RMN sont extrémement rares (5,
205). Nous seronsdonc amenés a confronter nos principaux résultats soit a des études
n'y faisant pasappel, soit & des protocoles spectroscopiques portant sur la physiologie

du muscle normal ou atteint d'une autre variété d'affection.

S.1. INTERET DE NQTRE ETUDE

Notre étude en spectroscopie en 3!P RMN comparant 3 groupes de rats
présentant une hypothyroidie d'intensité croissante, a un groupe témoin indemne de
toute endocrinopathie nous a conduit aux conclusions suivantes :

¢ la myopathie hypothyroidienne est une affection primitivement métabolique
qui génére secondairement des modifications anatomiques. Le primum movens semble
se situer a I'échelon mitochondrial ce qui ferait entrer cette complication dans le
cadre des myopathies mitochondriales. Le principal argument en faveur de cette
hypothése est I'existence d'une diminution des réserves énergétiques immeédiatement
disponibles pour le muscle qui, par ailleurs, consomme plus rapidement ses réserves.
Cela se traduit en spectrométrie 3!P RMN par un rapport PCr/Pi (et PCr/(PCr + Pi) plus
faible au départ et qui décroit plus vite et 4 des niveaux moindre par rapport aux
témoins a I'exercice. De surcroit, il existe une inertie a la récupération de cette forme
de réserve d'énergie qu'est la PCr avec une récupération moins rapide et méme
incompléte aprés 10 minutes par rapport 2 la population témoin. ARGOV (3) a
d'ailleurs estimé que l'association d'un rapport PCr/Pi de base effondré et d'une
récupération ralentie de ce rapport aprés exercice est un excellent argument en
faveur d'une myopathie mitochondriale.

Une discréte augmentation du rapport PCr/ATP pourrait également traduire
une altération du fonctionnement mitochondrial (cette ascension pourrait dans ce cas
étre imputée a une diminution des stocks d'ATP).
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La deuxi¢me découverte fondamentale de notre étude (et c'est 4 notre
connaissance la premiére fois qu'une telle conclusion est publiée dans une étude
spectroscopique) est l'installation excessivement rapide du trouble métabolique. En
effet, les rats traités par PTU depuis 2 semaines a peine, et qui, de ce fait présentent
une hypothyroidie encore plus récente, subissent déja les répercussions a l'étage
musculaire du dysfonctionnement endocrinien. Cette précocité d'installation du
trouble était déja pressentie par |'étude de la consommation de I'oxygéne, du glucose,
et la production de lactate, de glycérol par Van HARDEVELD et KASSENAAR (211) chez
des rats ayant subi une thyroidectomie isotopique.

Notons enfin I'évolution progressive de la myopathie. C'est pourquoi le groupe
des rats intoxiqués par PTU durant 4 semaines présente un comportement qui peut
sembler quelquefois paradoxal au vu des résultats bruts (rapports PCr/ATP et
PDE/ATP). Cela traduit sans doute l'existence de phénomenes transitoires ou adaptatifs
qui s'estompent ou qui sont dépassés si l'intoxication persiste plus longtemps. Un de
ces phénomenes pourrait étre la transformation des fibres de type II a glycolyse
prédominante en fibresdetype I dont le métabolisme est essentiellement oxydatif.

5.2. EXAMEN CRITIQUE DE NOTRE TRAVAIL

5.2.1. Méthodologie

3 méthodes sont principalement employées afin de générer une hypothyroidie

chez les animaux de laboratoire.

e soit une thyroidectomie chirurgicale (5, 29, 79, 89, 108, 207)

e soitune irathérapie a I'iode 131 (76, 211)

e soit 'administration d'un antithyroidien de synthése : carbimazole (159),
méthimazole (81) ou propylthiouracile (PTU) (11, 12).

Nous avons opté pour l'administration orale de PTU en raison de sa facilité
d'emploi, de son moindre colt, et pour nous mettre & 1'abri d'interférences telle une

hypoparathyroidie qui peut toujours étre observée en cas de geste chirurgical, et qui
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est elle-méme source d'anomalies neuromusculaires. Le schéma utilisé est celui
préconisé par BERGSETH et al.. (18), plus facile 4 mettre en place que des injections
itératives intrapéritonéales de PTU. Il convient toutefois de mentionner l'existence
d'un cas unique de polymyosite aprés administration de PTU a un patient pour une
hyperthyroidie ( 193).

5.2.1.1. A propos des conditions expérimentales

Deux reproches importants pourraient étre émis a4 l'encontre de notre
étude :
- d'une part le travail musculaire n'est pas quantifié
- d'autre part, nous n'avons pas effectué de contréle de la température des rats.

En ce qui concerne la premiére réserve, il faut reconnaitre qu'elle
aurait pu constituer une entrave sérieuse a la validité de I'étude. En effet, malgré une
procédure expérimentale rigoureusement identique pour tous les rats, faisant appel a
des contactions isométriques d'intensité sous maximale et sensiblement identiques,
nous avons constaté des écarts types importants, relevant sans doute de cette erreur
méthodologique. Néanmoins, I'absence de différence significative si l'on utilise un
test de comparaison des variances (test de Fischer - Snedecor) justifie & postériori le

choix effectué.

En ce qui concerne le deuxi¢me reproche, le fait que tous les rats
travaillaient dans la méme ambiance thermique ne saurait étre pleinement
satisfaisant dans la mesure o0 les rats hypothyroidiens ont une tendance spontanée a
réduction de la thermogéneése (16, 105) et la carence hormonale se traduit par un
refroidissement plus rapide de I'ensemble de I'organisme impliquant un
ralentissement des cinétiques enzymatiques. Cependant, un réchauffage des rongeurs
durant une vingtaine de minutes avant l'installation au sein de l'aimant du
spectromeétre réduit cette source d'erreur au minimum, Un systéme de chauffage a
I'intérieur du cylindre magnétique pourrait étre une amélioration substantielle dans

les expérimentations a venir (127, 223).

Rappelons toutefois A ce stade que dansun travail récent, BOLLAERT n'a
pas trouvé de différence significative inhérente & I'hypothermie ni a I'hypoxie
modérée entrainée par ce type de protocole expérimental (25)
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La justification du type de stimulation utilisée dans ce travail réside
dans le désir d'étudier le métabolisme aérobie. Certes, il faut reconnaitre que les
déplétions en PCr ne sont guére importantes. Cependant, I'essentiel était d'obtenir des
niveaux sensiblement identiques de déplétion ce qui permet d'ailleurs une discussion
plus rigoureuse de la récupération, et d'arriver a un état d'équilibre o0 la part
inhérente aux métabolismes anaérobies devait étre réduite au maximum.

5.2.1.2. A propos du recueil des spectres

Il est trés difficile d'obtenir un compromis entre l'obtention d'un
maximum d'informations (par exemple, dans notre étude, dés les stades les plus
précoces de I'excitation [aprés une minute, voire 30 secondes] Jet I'accumulation de
données précises, entachées d'un minimum d'erreur. C'est pourquoi nous avons utilisé
des temps d'acquisition de spectre relativement longs (2 minutes, sauf en début de
récupération) ce qui nous prive de quelques informations intéressantes, mais nous
procure des spectres d'excellente définition, avec un bruit de fond peu génant. Par
ailleurs,la plupart des spectres présentent une ligne de base quadratique. Le systéme
d'intégration informatique des spectres entraine donc une surestimation de la valeur

réélle de certains pics.

5.2.1.3. A propos des dosages hormonaux

La technique radio-immunologique est la méthode de référence pour le
dosage des hormones thyroidiennes. Cependant, contrairement a la pathologie
humaine o) l'on se base sur les valeurs augmentées de TSH pour affirmer
I'hypothyroidie, nous avons préféré dans cette étude, recourir au dosage des
hormones thyroidiennes libres (FT3 et FT4) tout aussi fiable, compte tenu d'une
antigénicité croisée tres faible de la TSHdu rat visa visde la stimuline humaine.
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5.2.2. Résultats

5.2.2.1. pH intracellulaire

Le pH intracellulaire (pHi) des trois groupes de rats hypothyroidiens est
plus acide que celui des rats témoins, et ce, au repos, durant l'exercice et lors de la
récupération. Le pHi mesuré chez nos rats témoins au repos (7,145 t 0,041) est
identique a celui mesuré dans d'autres études (34, 70, 148).. Les études portant sur des
biopsies objectivent des pH plus bas (70) ainsi que certaines études spectroscopiques
(127, 139, 146).

En dépit de certaines tentatives de mesure (85) le Pi du compartiment
mitochondrial ne parait pas participer significativement a la résonance observée
dans le spectre (183) et de ce fait n'intervient pas dans le calcul du pHi.

Les variations du pHi en cours d'exercice ont bien été décrites par
RADDA et coll. (172), ARNOLD et al.. (7), KUSHMERICK et MEYER (127). Des valeurs de
pH inférieures 2 6 ont pu étre mesurées, mais nécessitent une consommation de preés
de 60 % de la PCr (172). Ce n'est pas le cas dans notre étude o0 le pH demeure en
permanence supérieur a 6,55 compte tenu d'un effort aérobie modéreé.

L'acidose relative des muscles hypothyroidiens a été retrouvée dans les
autres études de spectroscopie RMN (205) mais sa pathogénie reste encore a élucider.
L'attribuer a une production accrue de lactates est tentant, d'autant qu‘'une étude chez
le chien a rapporté un tel processus (126). Néanmoins, elle ne semble pas devoir étre
imputée a la seule production de lactates, puisque plusieurs études biochimiques

anciennes mettent en évidence :
- soit une production amoindrie de lactates en cas d'hypothyroidie (211)

- soit une production de lactates égale a celle des témoins ou non

significativement augmentée au repos, mais diminuée a l'effort (76, 214)

- soit une acidose secondaire a |l'ischémie plus faible dans
I'hypothyroidie (119, 141).
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Cependant, dans ces études, des conditions expérimentales différentes
(mise en place d'un garrot 3 minutes avant l'exercice, ou bien stimulation tétanique
dont on sait depuis les travaux de GRAY et STUB en 1967 qu'elle bloque l'arrivée de
sang (et donc d'oxygéne] au muscle (93)) rendent compte de conditions de
fonctionnement musculaire anaérobie (et donc glycolytiques) et non aérobie comme
dans notre étude. De plus, la lactatémie ne refléte pas forcément le pH du milieu
intracellulaire (139).

La plupart des études anatomopathologiques portant sur les
modifications structurales dans la myopathie hypothyroidienne mettent en évidence
des modifications dans les proportions des différents types de fibres musculaires (112,
142, 144, 159, 163, 214).

En effet, du point de vue fonctionnel, les muscles ne constituent pas un
tissu homogéne mais sont pour la plupart constitués de fibres dont les propriétés
mécaniques sont différentes. Il existe une corrélation entre ces propriétés
mécaniques et les caractéristiques histochimiques et morphologiques de la fibre, ce
qui a permis d'aboutir a des classifications, hélas encore discutées (tableau 4)

On distingue principalement 2 types de fibres (9,27, 28,66, 116, 190) :

¢ les fibres de type I, anciennement appelées fibres rouges en raison de leur
richesse en myoglobine, qui sont des fibres a contraction lente et puissante, moins
excitables et permettant une action soutenue, prolongée (fibres de I'endurance). Du
point de vue biochimique et enzymatique, ces fibres sont caractérisées par une
activité ATPase, liée a la myosine préincubée a pH 9,4, faible, une activité glycolytique
basse (malgré une teneur en glycogéne sensiblement équivalente a l'autre type de
fibre). En revanche, I'activité ATPase préincubée a des pH de 4,3 et 4,6 est élevée. Leur
teneur riche en mitochondries s'accompagne d'un potentiel accru en activités
enzymatiques oxydatives.

o les fibres de type II sont des fibres A contraction rapide caractérisées par une
activité ATPase 2 pH 9.4, liée a la myosine élevée. Le systéme enzymatique de la
glycolyse est bien développé. Elles sont elles mémes subdivisées en 3 sous-groupes :
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- les fibres de type IIA qui présentent encore un potentiel oxydatif
¢levé, renfermant de la myoglobine leur conférant une teinte rouge. Relativement
pauvres en systéme glycolytique par rapport aux autres fibres de type II, elles sont a
la fois rapides et résistantes a la fatigue. Elles ont une activité ATPase inhibée apres

préincubation A pH 4,6.

- les fibres de type IIB sont des fibres blanches, pourvues en
mitochondries riches en phosphorylases, réactives a la myosine ATPase a pH 9,4, qui

est inhibée aprés préincubation a pH 4,3.

La source d'énergie étant la glycolyse, ces fibres bénéficient d'une

vitesse de contraction rapide, mais sont précocément épuisables.

- les fibres de type IIC sont rares dans le muscle normal. Il s'agit d'un

type de fibre intermédiaire entre I1A et I1B.

La proportion entre fibres de type I et II semble étre un caractére

genétique (9).

Or, cette proportion tend 4 étre modifiée lorsque se développe une

hypothyroidie. Ainsi, décrit-on classiquement dans cette endocrinopathie :

.une prédominance des fibres de type I (119, 142, 143, 159, 163,214)
.une atrophie sélective des fibresde type II (119, 142, 143, 163, 214)

.une diminution du diametre des fibresdetype II1 (119, 142, 143, 163, 214)
.une hypertrophie des fibres de type I (119, 142, 143, 163, 214)

NICOL et JOHNSTON (159) décrivent, au sein des fibres de type II, une
augmentation des fibres de type IIA et une diminution des fibres de type IIB dans
I'hyperthyroidie et une diminution des fibres IIA dans I'hypothyroidie.

Il a été clairement démontré que le phénotype des fibres musculaires
est déterminé par la variété du motoneurone de la corne antérieure de la moelle qui
I'innerve. Ce sont essentiellement des ¢tudes d'innervation croisée (15, 30, 31, 150, 151)
ou de stimulation chronique (2, 107, 168) qui ont permis de vérifier cette propriété.
Ainsi, par exemple, si a4 la naissance, on désinsére un jambier antérieur de chat pour
le placer en position d'extenseur, il conserve sa prédominance de fibres de type II (or,
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les extenseurs sont a prédominance de fibres de type I). C'est pourquoi admettre un
changement de phénotype des fibres musculaires revient a discuter de l'authenticité
de la myopathie hypothyroidienne en invoquant une atteinte primitivement

neurogéne.

Les travaux de NWOYE et al.. (162) ont cependant permis de démontrer
l'atteinte myogeéne primitive des états de dysfonctionnement thyroidien. En effet, en
étudiant les altérations induites par les états d’hypothyroidie et d'hyperthyroidie, 4 la
fois sur des muscles normalement innervés et sur des muscles dénervés, ces auteurs
ont affirmé I'impact direct des hormones thyroidiennes. Les modifications observées
en cas d'hypothyroidie sont notamment une diminution des fibres de type II. des
activités ATPase myofibrillaires et liées a la myosine, des chaines légeres rapides de la
myosine et de l'absorption du calcium par le réticulum sarcoplasmique. Des
changements d'une ampleur similaire, mais en sens inverse sont décrits en présence

d'une hyperthyroidie.

A la faveur de ces résultats, nous pouvons envisager plusieurs

explications a I'acidose relative des hypothyroidies.

L'acidose pourrait s'expliquer par la seule modificaton structurale des
muscles, avec notamment I'enrichissement en fibres de type [ et I'appauvrissement en
fibresde type IIA.

Les travaux de MEYER et al.. ont montré que le soleus était plus riche en
lactates que le biceps au repos (147). Or, le soleus est presque entiérement constitué de
fibres de type I tandis que le biceps est & prédominance de fibres glycolytiques. C'est
pourquoi, dans I'hypothyroidie, l'augmentation des fibres oxydatives devrait
s'accompagner, de ce fait, en conditions basales, d'une augmentation de lactates
pouvant entrainer une discréte acidose. Cette explication est séduisante, mais le pH
mesureé par MEYER et al.. (147) est le méme dans les deux types de muscles, et de ce fait,

une autre possibillité doit étre envisagée.

Une deuxi¢me hypothese est une diminution des capacités oxydatives
qui serait a l'origine d'un fonctionnement en anaérobiose relative. Or, la modification
architecturale du muscle se fait en faveur des fibres de type I. On congoit donc mal
qu'un muscle, fonctionnant en aérobie et pourvu proportionnellement de plus de
fibres oxydatives, se mette a fonctionner dans le sensd'une accélération des processus
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glycolytiques anaérobie, sauf si les fonctions oxydatives sont qualitativement altérées

ce qui est effectivement le cas (159).

Une troisiéme hypothése est celle d'une plus grande inertie des
mécanismes d'adaptation respiratoire et circulatoire dans la délivrance du substrat

oxygeéne lors d'un accroissement de la demande.

En effet, au cours d'exercices sous-maximaux, la principale source
d'énergie est le syst¢me aérobie. La glycolyse anaérobie et le systéme des
phosphagénes sont néanmoins impliqués au début de I'exercice ou I'accroissement des
besoins en oxygene n'est pas instantanément pourvu. Il se crée un déficit en
oxygene, avant l'obtention d'un état stable, du fait de l'adaptation circulatoire et
respiratoire. Lorsque l'état stable est atteint, la faible quantité d'acide lactique
accumulée pendant la période de déficit en oxygene demeure relativement constante
jusqu'a la fin de l'exercice et peut étre méme éliminé par combustion ou par
resynthése de glycogéne hépatique si l'exercice est modére (80, 176). C'est ce que nous
observons effectivement dansnos 4 groupes de rats, avec cependant une acidose plus
prolongée et plus importante dans I'hypothyroidie du fait d'une lenteur de mise en
route de I'adaptation cardiorespiratoire (bradycardie, ralentissement respiratoire.) et
ce, d'autant plus que l'oxygeéne est fix¢é a4 I'hémoglobine plus intensément dans
I'hypothyroidie avec déplacement de la courbe de dissociation de I'hémoglobine vers
la gauche (105). Cette explication peut étre retenue pour expliquer les variations de
pH a l'effort et lors de la récupération. Cependant, elle ne permet pas de définir

I'origine de l'acidose relative de repos.

Une hypothése pouvant rendre compte de nos observations au repos
comme A l'exercice est l'existence d'une participation ventilatoire pouvant
s'accompagner d'un certain degré d'acidose respiratoire. En effet, le diaphragme étant
un muscle respiratoire, il n'est pas épargné par la myopathie hypothyroidienne et
pourra, le cas échéant, contribuer a une hypoventilation, source d'acidose. Cette
anomalie peut par ailleurs venir se surajouter a un trouble de la diffusion des gaz (la
DLCO a été retrouvée abaissée a4 68 % des valeurs normales par WILSON et BEDELL)
(220). En revanche, les troubles de l'adaptation a l'effort sont moins le fait de

I'appareil respiratoire que de I'appareil cardiocirculatoire (155).

Une autre source d'acidification du pH pourrait étre la stimulation de la
glycogénolyse. Les modifications histologiques (glycogéne plus élevé au repos,
permettant une déplétion plus importante, diminution des fibres de type IIA lors de
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I'hypothyroidie [peut étre au profit non seulement des fibres de type I mais aussi des
fibres de type IIB compte tenu des variations respectives dans I'hyperthyroidie (159)]
et expérimentales (115) laissent supposer une intervention accrue de la
glycogénolyse pour pallier la baisse du régime des fonctions oxydatives.

Pour d'autres auteurs cependant, c'est le phénoméne inverse qui est
observé dans ['hypothyroidie. En effet, la glycogénolyse induite par les
catécholamines et le glucagon est ralentie voire abolie dans I'hypothyroidie (105) et la
phosphorylase, activée par les hormones thyroidiennes voit son activité inhibée en
leur absence ce qui ralentit également la glycogénolyse (222).

Une pénultiéme explication pourrait étre une baisse de |'hydrolyse de la
phosphocréatine. L'hydrolyse de la PCr consomme des protons H* (146) en raison des

pKa respectifs de la PCr et des Pi selon la formule :
PCr + H20 + @ H* <« Créatine + Pi

(ou le coefficient @ est fonction du pH).

Cette propriété explique l'alcalinisation initiale trés précoce du pHi qui
est observée durant la premiére minute de stimulation dans plusieurs études

spectroscopiques (139, 146).

Les phosphagénes servent alors de principale source d'énergie, du fait

du retard pris par les phénomeénes oxydatifs.

Dans I'hypothyroidie on pourrait supposer que cette consommation soit
amoindrie. Le pH serait par conséquent plus acide. Or, si I'on considére le rapport
PCr/Pi ou PCr/(PCr + Pi) on s'apercoit qu'il est plus élevé chez les rats témoins. Cela
peut étre d0 soit & une PCr plus abondante, soit & des Pi présents en moindre quantité.
Le plus souvent, ce rapport témoigne de la déplétion en PCr, c'est 4 dire de sa
combustion avec production d'énergie et de Pi. Dans ce cas, il semble hautement
improbable qu'au repos, il existe une moindre hydrolyse de la PCr en cas
d'’hypothyroidie et il semble qu'il faille chercher ailleurs I'explication de 'acidose

relative de repos.

Remarquons par ailleurs que, si nous n'observons pas l'augmentation
initiale du pH lié a |'hydrolyse de la PCr, trés importante au début d'un effort, cela
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correspond a un manque de sensibilité, lié a 'accumulation spectrale, sur 2 minutes
dans notre étude, éliminant de ce fait les renseignements précoces d'une étude

sappuyant sur des acquisitions spectrales plus courtes.

Une derniére hypothése pour rendre compte du pH initial plus bas chez
les rats hypothyroidiens est la possible existence d'un trouble du métabolisme des
cations qui interférerait avec la production des ions H* aux différentes étapes des
systemes de synthéses énergétiques, notamment au niveau de la chaine respiratoire.
Mais si des anomalies de la pompe a sodium ont été décrites dans les dysthyroidies (73),
ainsi que des troubles de la perméabilité de la membrane interne des mitochondries
vis a vis des cations (96), l'existence d'interrelations avec le métabolisme des ions H*
est encore du domaine des conjectures théoriques. Il est cependant connu que des
troubles de la perméabilité membranaire existent bel et bien dans les dysthyroidies et
que le taux des lactates mesurés dans le sang ne refléte aucunement le pH

intracellulaire (178).

Il est en fait fort probable que la baisse du pH observée de fagon de plus
en plus intense a mesure que l'hypothyroidie s'accentue, soit la conjonction de
plusieurs des phénoménes que nous venons de décrire et qu'il faille en réalité
raisonner en terme de résultante de plusieurs mécanismes. Un mécanisme univoque

nous semble bien improbable.

La cinétique de la normalisation du pH durant la phase de récupération
est quelque peu différentes suivant les auteurs. Pour KUSHMERICK et MEYER (127), le
temps de restauration du pH est de 150 + 22 secondes soit 5 fois plus lent que pour la
PCr et les Pi. Pour TAYLOR et al.. (204), aprés 2 a 3 minutes. le pH se restaure de

maniére linéaire a raison de 0,07 unités de pH/minute.

Enfin, il faut retenir que la question de I'hétérogénérité du pH au sein
du tissu ou de la cellule a été soulevée, notamment par MEYER et al.. (148). Le témoin
en serait I'élargissement du pic de résonance du Piau cours de la contraction, reflet de

I'hétérogénéité du comportement métabolique des fibres.

Pour notre part, nous avons constaté a plusieurs reprises, dans les
populations hypothyroidiennes, principalement durant I'effort, des pics de Pi bifides.
Nous les interprétons, tout comme MASSIE et al.. (139), comme traduisant le

comportement protonique différent de deux populations de fibres musculaires. Ce
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phénomeéne peut traduire soit la participation de 2 variétés de fibres musculaires aux
propriétés glycolytiques différentes (fibres de type [ et de type II). soit I'existence de
populations, d'unités motrices, oeuvrant dans des conditions environnementales

difféerentes (redistribution vasculaire, fibres plus ou moins contractées...)

Cette anomalie du pic des Pi n'a. 4 notre connaissance, jamais été
rapportée dans la myopathie hypothyroidienne. Nous l'interprétons comme le
stigmate de ['existence d'une population de fibres musculaires accusant une glycolyse
ou une glycogénolyse accrue. Dans ce cas de figure, nous avons choisi comme valeur
de pH, soit celle correspondant au pic le plus important. si une importante disparité
existait entre I'amplitude des deux sommets du pic, soit en présence de deux sommets de

dénivelé sensiblement identique, la moyenne des deux pics.

Ce phénomeéne permet de trouver une explication supplémentaire a
I'existence d'un pH plus bas dans les populations hypothyroidiennes a chaque instant
de l'expérimentation. Il est compatible avec des études biochimiques faisant état d'une
diminution des phénomenes oxydatifs dans I'hypothyroidie, le muscle puisant alors
ses substrats énergétiques dans les carburants glycolytiques (12, 108). Ce mécanisme
peut d'ailleurs exister dans un contingent de fibres seulement, puisque d'autres 2tudes
font état d'une altération de la glycogénolyse dans le myxoedeme (141).

En conclusion, si nous comparons nos résultats aux deux études
consacrées a la spectroscopie en 3!P RMN (5, 205), nous constatons une tendance a
I'acidose plus prononcée dans notre étude. Dans notre protocole expérimental
comparant 3 groupes de 12 rats présentant une hypothyroidie, de sévérité croissante,
nous avons clairement démontré 'existence d'une acidose significative dans ce cas. En
revanche, dans I'étude de TAYLOR et al.. (205), durant l'exercice, la baisse du pH est
modeste. Dans celle d'ARGOV et al.. (5) elle est méme inexistante. Cependant, ces études
ont porté sur de petites séries de patients ou/et de rats hypothyroidiens (n =7 et n =

2+8 respectivement).

Une étude comportant d'une part des rats présentant une dysthyroidie
encore plus profonde, d'autre part des exercices d'intensité croissante, permettrait

sans doute de préciser cette tendance.
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5.2.2.2. Rapports PCr/P, PCr/(PCr + Pi)et PCr/ ATP

L'énergie libérée au cours de la dégradation des aliments n'est pas
utilisée directement pour fournir le travail musculaire. Elle doit donc étre stockée
pour étre disponible au moment opportun. Elle est de ce fait employée pour
synthétiser un composé chimique de réserve a haut potentiel énergétique de réserve :

I'ATP qui est emmagasinée dans toutes les cellules musculaires.

L'ATP, lors de la dégradation d'une mole de ce substrat, libére de 7 a 12
kilocalories par liaison phosphate riche en énergie (80) qui sont utilisées par la

contraction musculaire.

Or, la concentration d'ATP dans le muscle est suffisante pour quelques
contractions seulement. Par conséquent, pour que le muscle puisse se contracter
plusieurs fois, I'ATP doit étre reconstituée au fur et 4 mesure de son hydrolyse (61).
Ceci est réalisable par le biais de plusieurs voies métaboliques dont les plus

importantes du point de vue bioénergétique sont indiquées sur le tableau n° 5.

REACTION QUANTITE D'ATP PRODUITE
(en mole) par UNITE DE SUBSTRAT

GLYCOGENE (1) -» lactate 3 Sarcoplasme

GLUCOSE - lactate 2 Sarcoplasme

LACTATE (2) ->C02 + H20 17 Mitochondries

GLYCOGENE (1) -»>C02 + H20 37 Mitochondries
+ sarcoplasme

GLUCOSE -» C02 + H20 36 Mitochondries
+ sarcoplasme

AGL - C02 + H20 138 Mitochondries

(Acides gras libres)

ACETOACETATE 23 Mitochondries
B hydroxy-butyrate 26 Mitochondries
Tableau n° 5
Production d'ATP par unité de substrat dans différentes voies
métaboliques

[d'aprés DI PRAMPERO in (60)]

(1) : par unité glycosidique
(2) : dégradatation exclusivement hépatique notée a titre documentaire,
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Les voies métaboliques considérées sont toutes excessivement

complexes. Nous les avons schématisées en annexe pour mémoire.

Du fait de l'inertie de la mise en route, elles n'interviennent qu'avec
retard par rapport 4 la demande énergétique. Cependant, la consommation d'ATP est
instantanée lors de la contraction musculaire . Afin d'éviter une chute néfaste de la
concentration d'ATP avec pour conséquence l'arrét de ['activité musculaire, il existe
un systeme de reconstitution instantanée de 1I'ATP par l'intermédiaire d'une réserve
immeédiate. Ce systeme est le systeme ATP-PCr ou systéme des phosphagenes (80, 170).
Dans ce systeme, ['énergie nécessaire a la resynthese de I'ATP provient de la
dégradation d'un seul composé : la créatine phosphate ou phosphocréatine ou PCr. La
chute de la concentration en ATP est évitée grace a la PCr dont la concentration dans
le muscle squelettique est 3 4 4 fois supérieure a celle de I'ATP (14 4 18 mmoles/kg de
poids de muscle frais et 44 5 mmoles/kg de poids de muscle frais respectivement (61).

L'hydrolyse de la PCr conduit a la libération d'énergie immédiatement
disponible pour le resynthése de I'ATP par une réaction couplée, et a la production de
phosphates inorganiques qui seront réutilisés soit pour la synthése d'ATP & partir
d’'ADP soit pour reconstituer la PCr. Les réactions couplées peuvent se résumer ainsi

d'une maniére simplifiée :

PCr -> Cr + Pi + énergie
Energie + ADP + Pi -> ATP avec Cr : créatine libre

En fait. la réaction qui fait intervenir la créatine phosphokinase (CPK)
ou créatine phosphore transférase est plus complexe, faisant intervenir des ions H*
(d'ou l'alcalinisation modérée, lors de I'hydrolyse massive de la PCr, au début de la
réaction, qui consomme des ions H* comme nous ['avons vu précédemment) et des ions
magnésium pour devenir :
(1
CPK
PCr-2+ Mg ADP-! + H+! Cr + Mg ATP-2
(2)



84

La constante d'équilibre de la réaction 1

(ATP) (Cr)

(ADP) (PCr)

est d'environ 20 en conditons physiologiques
- avec (ATP) = conc. en ATP

(ADP) = en ADP
(Cr) = en créatine
(PCr) = en PCr

De ce fait, la concentration de I'ATP reste pratiquement inchangée

jusqu'a de tres faibles concentrations de PCr (6 mmol/kg).

Il faut cependant savoir que les réserves de lorganisme en
phosphagéne sont elles mémes tres faibles et qu'elles suffiraient a peine pour une
centaine de contractions dans le muscle de la grenouille (61) et seraient probablement
épuisées chez un homme apres seulement 10 secondes d'un exercice aussi intense

qu'un sprint (80).

C'est pourquoi, trés rapidement, les voies métaboliques indiquées dans le

tableau 5 vont prendre le relais (60).

En conclusion, la PCr constitue donc une espéce de tampon énergétique
et de "starter”, qui va initier l'activité musculaire en octroyant aux voies métaboliques
plus lentes le temps nécessaire a leur mise en route. Ceci permet d'éviter une
déplétion de I'ATP musculaire en cours d'exercice sous-maximal. De plus, I'hydrolyse
de la PCr libére des Pi qui joueraient un rdle important dans la glycolyse et/ou la
glycogénolyse. Méme si le role de la PCr n'est pas essentiel pour la création d'un état

d'équilibre énergétique (146), il ne faut pas mésestimer son importance.
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Au début d'un exercice, il faut au moins 2 & 3 minutes pour que la
consommation d'oxygene (V02) s'ajuste a leffort (80). Ce délai nécessaire aux
ajustements biochimiques et physiologiques survenant lors du passage d'un état de
repos a un état d'activité constitue la période de déficit d'oxygene. C'est au cours de
cette période de déficit en oxygene, (déja mentionnée dans le chapitre consacré au
pH) que le systeme des phosphagenes et la glycolyse anaérobie sont sollicités pour
fournir ['ATP.

Secondairement se crée un état stable ou les mécanismes aérobies
prennent le relais consumant initialement du glycogéne et secondairement des lipides

(80). LaPCr n'est alors plus consommeée.

Lors de la récupération, le remboursement de la dette d'oxygene est
associé a la resynthese des réserves énergétiques qui ont été épuisées (régénération
de la PCr) et a I'¢limination de l'acide lactique accumulé au cours de l'exercice. Les
phosphagenes sont resynthétisés trés rapidement pendant les toutes premiéres
minutes de la récupération (9, 60, 80, 100)

On a pu démontrer I'existence de 2 isoenzymes différents de la CPK : une
lice au systéeme mitochondrial et 'autre rattachée a la bande M des myofibrilles (21).
Le rapport entre les 2 décrit une boucle ou navette de la phosphocréatine et peut étre
schématisé simplement grace au modele de BESSMAN et GEIGER (21) (figure 20).
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Figure 20
Le mécanisme de fonctionnement de la phosphocréatine en tant que
transporteur d'énergie. Le transit énergétique s'effectue comme une
navette entre les 2 isoenzymes de la CPK, I'une située en regard de la
bande M de la myofibrille, I'autre attachée a la paroi de la mitochondrie
(d'apres BESSMAN et GEIGER (21))

CHANCE a repris cette figure pour exprimer les sites analysables par la R M.N.
(44)
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La spectroscopie RMN en phosphore 31 rend compte de I'ensemble de
ces mécanismes tel un oeil magnétique rivé sur les métabolismes. On obtient le pic de
PCr qui sert généralement de pic de référence, le pic de Pi (dont le déplacement
chimique permet le calcul du pH d'apres la formule de RADDA) et les 3 pics d'ATP.

La comparaison des résultats spectroscopiques aux données des dosages
biochimiques sur des biopsies musculaires a confirmé la validité de la technique (48,
70. 148).

Néanmoins, il existait une petite différence entre les concentrations de
repos de la PCr (plus basses avec les techniques biochimiques) et des Pi (plus
importants avec ces mémes techniques par rapport aux mesures spectroscopiques).
Cette différence a été attribuée a des artéfacts, notamment la congélation des
prélévements musculaires, qui, occasionnant une hydrolyse de la PCr, induirait une
diminution de sa concentration et une augmentation au pro rata des Pi (147). Cela
confirme des travaux antérieurs démontrant une hydrolyse de la PCr dans les muscles
de grenouille secondaire a des temps de congélation de l'ordre de 100 ms (87). Cet
artéfact, parailleurs plus important dans les fibres a contraction rapide que dans les
fibres lentes oxydatives, serait secondaire a l'activité ATPase liée a la myosine, plus
intense dans les fibres rapides. Cette activité ATPase serait stimulée par la libération
de calcium (CA++) lors de la congélation, et, couplée a la rephosphorylation de 1'ADP
par le biais de la CPK, serait a I'origine d'un certain degré d'hydrolyse de la PCr (147).

S'il est possible de suivre l'évolution de la concentration en PCr
(éventuellement sous la forme d'une concentration en unités arbitraires) (95), la
tendance actuelle est de suivre ['‘évolution de différents rapports : Pi/PCr,
actuellement remplacé par PCr/Pi, qui est considéré comme le juste reflet de 'état
bioénergeétique cellulaire (39, 41). Pi étant petit devant PCr. notamment au repos. de
petites variations peuvent engendrer des majorations considérables ou des diminution
spectaculaires de ce rapport. C'est pourquoi le rapport PCr/(PCr + Pi) et I'étude de ses
variations permet de gagner un peu de précision et notamment d'amoindrir les
fluctuations liées aux incertitudes de mesure sur un muscle en mouvement (139).
Comme DUBOC et al.. (65), nous avons égalemnet étudi¢ les variations du rapport
(PCr/(PCr + Pi + Pm)], mais les résultats nous paraissent redondants, compte tenu des
valeurs modestes de Pm et de I'absence de différence pour ce paramétre entre les

différents groupes.
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Au repos, le rapport PCr/Pi vaut 15,038 + 3,97 chez nos rats téemoins et le
rapport PCr/(Pi+ PCr) 10,933 + 0,02.

Ces valeurs sont voisines de celles observées dans d'autres études RMN
ou biochimiques (tableau 6).

Yaleur étudiée PCr/Pi PCr / (PCr + Pi)
(témoins) '
Nom de I'expérimentateur RMN Dosage biologique RMN Dosage biclogique
DAYSON et al.. (1977) 16,02 13,10 0,942
Muscle de grenouille (48) +1,58 + 3,03
EDYARDS et al.. (1982) 6,679 1,74 0,871 0,550
Muscles humains (70)
24,44 3,7 0,96 0,788
MEYER et al.. (1982) biceps biceps biceps biceps
Muscle de chat (148) 2,16 1,27 0,684 0,56
soleus soleus soleus soleus
KUSHMERICK et MEYER (1985| 9,84 0,908
Muscle de rat (127)
11,18 0,918
MEYER et al.. (1985) biceps biceps
Musoles de ohat (172) 1,76 0,638
soleus soleus
RADDA et TAYLOR (1985) 9,92 0,908
Muscles Humains {172)
10,62 3,02 0,914 0,751
MEYER et al.. (1986)
Muscle de rat (146) 11,76 0,922
ARGOY et al.. (1987-88) 8,5
Muscles humains (3, 5) 2.1
MASSIE et al.. (1987) 9,58 0,906
Muscles humains (139)
TAYLOR et al.. (1989) 9,21
Muscles humains (205) +1,.89

Tableau n® 6
Valeurs des rapports PCr/Pi et PCr (PCr + Pi) du muscle strié squelettique
au repos dans les principales &tudes de la littérature
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Les valeurs observées chez les rongeurs hypothyroidiens au repos sent
abaissées par rapport au groupe témoin. La différence n'est cependant significative

qu'avec le groupe HYPO 2S (figure 21)

PCr/Pt REPOS
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Ces résultats rejoignent ceux décrits par ARGOV et al.. (5) et par TAYLOR
et al.. (205). Dans la premiére de ces deux études, {'équipe d’ARGOV retrouve une baisse
significative du rapport PCr/Pi chez les patients hypothyroidiens. En revanche, ses §

rats thyroidectomisés présentent une diminution non significative de ce rapport.

Les valeurs du rapport PCr/Pi mesurées par spectroscopie 3!P RMN
reflétent, nous I'avons vu, ['état énergétique de la cellule (95). Une diminution de ce
rapport au repos, témoin d'une baisse des réserves énergétiques du muscle,

initialement décrite dans les myopathies mitochondriales (8), n'est malheureusement
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pas spécifique de ces affections puisqu'elle a également été décrite dans des cas de
maladie de Duchenne de Boulogne, de polymyosite, de deéficit en phosphorylase avec
atrophie musculaire, dans des cas d'artériopathie sévere (4, 155, 224). Le primum

movens de la diminution de ce rapport fait encore 1'objet de discussions.

Une explication possible est la transformation de fibres a
prépondérance glycolytique en fibres a prédominance oxydative. Nous avons déja
mentionné 'existence de telles modifications dans ['hypothyroidie au paragraphe
consacré a I'étude du pH. Or, il a été prouve par MEYER et al. (147) qu'il se produisait
une augmentation du rapport PCr/Pi dans les fibres rapides (prédominantes dans le
biceps) et une diminution de ce rapport dans les fibres lentes (prédominance dans le
soleus). Dans cette étude spectroscopique, le rapport PCr/(PCr + Pi + ATP) est
également plus élevé dans les fibres glycolytiques tandis que le rapport Pi/(PCr + Pi +
ATP) est plus bas dans les muscles riches en ce type de fibres. Ces données sont
également confirmées par les dosages biochimiques. Cette étude démontre enfin que,
dans les fibres rapides, le pool de créatine est presque entiérement phosphorylé, ce
qui n'est pas le cas dans les fibres lentes. Ainsi, dans |'hypothyroidie, la
transformation de fibresdu type Il en fibres du type I (peut étre fonctionnelle avant
d'étre consacrée histologiquement) se traduit-elle, par une diminution des rapports
PCr/Pi et PCr/(PCr + Pi) au repos.

Un taux anormalement bas du rapport PCr/Pi au repos peut aussi
refléter un dysfonctionnement mitochondrial primitif ou secondaire (3, 172)
traduisant la souffrance du myocyte. Plusieurs études ont, par le passé, relevé une
altération des capacités enzymatiques mitochondriales, par exemple, une diminution
de l'activite malate deshydrogénase dans les différents types de fibres musculaires
(12), une diminution de la cytochrome oxydase a ['avenant (119, 159), une diminution
du contenu protéique mitochondrial et des activités enzymatiques spécifiquement
mitochondriales de l'alpha glycérophosphate deshydrogénase et de la succinate
deshydrogénase (112) étayant cette hypothese.

Laencore, I'explication est peut étre 4 rechercher dans la résultante des
2 phénomenes, ['un pouvant étre la conséquence de l'autre. En effet, on peut trés bien
imaginer que des altérations enzymatiques secondaires a I'hypothyroidie induisent a
leur tour la modification du phénotype myocytaire, les fibres du type II se
transformant progressivement, & l'occasion d'un continum évolutif initialement
purement fonctionnel, puis secondairement organicisé, en fibres de type I, qui, dans

une conception finaliste, seraient plus adaptées a I'habitus hypothyroidien.
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A L'EFFORT (figures7 et8)

Nous assisterons a une déplétion particuliérement importante de la PCr
durant les deux premieres minutes de l'excitation (division par 3 a 4 du rapport
PCr/Pi) dans les 4 groupes de muridés. Il y a libération concomitante de Pi au cours de

cette réaction estimée stoechiométrique (5, 127, 146) (figure 22)
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Evolution de la dépense énergétique totale et mobilisation des
principales sources d'énergie au cours d'un effort musculaire (1 Met
équivaut 2 70 J.Kg-1.min-1)

d'apres POORTMANS (170)
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[1a été déemontré que, pour un travail donné, d'intensité modérée, les
contenus en PCr et en Pi se stabilisent durant la contraction en définissant un rapport
Pi/PCr qui est en relation directe avec l'intensité du travail développé (4, 39, 41, 127)

et la consommation d'oxygene. elle méme fixée par la P02 (110).

L'hydrolyse de la PCr est donc la source principale de Pi libérés au début
des activités contractiles. Or, comme les Pi sont nécessaires pour activer la
glycogénolyse et la glycolyse, le relargage méme de Pi pourrait étre une fonction
parallele importante de ['hydrolyse de la PCr (146). Une confirmation de cette
hypothese a été apportée par des études de spectroscopie RMN. Celles-ci objectivent un
taux basal modéré de Pi (2-3 mM) dans des muscles a activité glycogénolytique (146,
147) comparé aux muscles a activité oxydative. Il en découle qu'un taux de PCr plus
élevé et de Pi plus bas dans les fibres glycolytiques entraine lors de la contraction
musculaire des augmentations relatives du taux des Pi plus importantes que dans les
fibres oxydatives permettant un volant régulateur plus précis de la glycolyse et de la
glycogénolyse dans les fibres rapides. En effet, la phosphorylase ainsi que la
phosphofructokinase sont sensibles & des variations de Pi de ['ordre de la millimole
(146), donc tres faibles.

Le flux PCr -> ATP s'éléve quand le travail imposé au muscle augmente
(passant par exemple de 2,5 mM/s pour un coeur arrété a des chiffres supérieurs a 10
mM/s lors d'un travail intense) (23, 140, 161). Dans tous les cas, le transfert de

phosphate de la PCr sur I'ADP est supérieur a la formation a partir du métabolisme
énergétique de I'ATP (évalué par le transfert de Pi vers le phosphore en position ¥ de

I'ATP) qui est égal au maximuma 2 mM/s (23, 121, 226).

Lors d'une hypoxie le débit PCr -> ATP s'abaisse ce qui a pu étre

incriminé dans les phénomenes de défaillance contractile (22)

GYULAI et coll. (95) ont démontré, par l'adjonction de substrats

soigneusement choisis (ATP, Cr, PCr, Pi) a des préparations de mitochondries, que :

log PCr/Pi = f(ATPase) et que

log ATP = PCr x Kobs /Cr x Pi
ADPx Pi
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et confirment les travaux de CHANCE et WILLIAMS (43) qui ont montreé
que la production d'ATP par la voie du métabolisme oxydatif du glucose et l'action de
I'ATPase sont liés par une hyperbole du type MICHAELIS - MENTEN. L'ADP est 1'¢lément

chimique controlant le systeme. L'équation de la courbe est la suivante :
V/Vm=1(1+(Km/ADP)]

ou V = vitesse de réaction et

Vm = vitesse maximale

Km est la concentration de substrat pour une vitesse d'activité égale a la moitie

de Vm (= constante de Michaelis - Menten).

Démontrant que I'ADP est proportionnelle au rapport Pi/PCr. ces mémes

auteurs modifient I'équation précédente qui devient :
V/Vm=1(1+(053/(Pi/PCr)] et PP = ATP x (PCR / Pil)
avec PP = potentiel de phosphorylation ou quotient de phosphorylation.

L'hyperbole de Michaelis-Menten traduit l'adaptation du métabolisme
oxydatif :

- si la vitesse de demande métabolique permet aux cellules de travailler dans la
partie basse de la courbe, lorsque le raport V/Vm est bas et le rapport PCr/Pi éleve,
une perturbation métabolique sera corrigée par une faible variation des

concentrations d'ADP

- inversement, si V/Vm est proche de 1 et PCr/Pi bas, une petite variation des
phénomeénes métaboliques aboutit rapidement a une perte de contréle suivie d'une

rupture de I'homéostasie de I'ATP.

Par ailleurs, le rapport PCr/Pi joue également un role dans la
régulation de la respiration mitochondriale. En effet. dés 1961, KLINGENBERG a
suggeéré que le quotient de phosphorylation [ATP] / [ADP] x [Pi] présentait un role
régulateur dans les métabolismes respiratoires mitochondriaux (124).
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Ultérieurement, CHANCE a démontré que la concentration d'ADP était en

relation avec le rapport PCr/Pi (en fait inversement proportionnelle)

ADP= q Pj
PCr

Or. 'ADP. par le biais d'un mécanisme de rétrocontrole (feed back)
module la synthese de I'ATP au sein de la mitochondrie (43). Ceci confirme le rdle
indirect de controle du métabolisme oxydatif par le quotien PCr/Pi, méme si le role clé

semble étre tenu par I'ADP.

Ces considérations nous aménent 4 commenter 1'évolution de ce rapport
chez les rats hypothyroidiens. Inférieur par comparaison aux témoins pendant toute
la phase d'excitation, ce rapport diminue parallélement dans les 4 groupes de rats. La
différence entre témoins et rongeurs traités n'est significative que pendant les 4

premiéres minutes environ.

Cette évolution a été retrouvée dans I'étude de TAYLOR et al.. (205) ainsi
qu'avec des décroissances moins brutales chez ARGOV (5). Les différences observées
par ce dernier sont cependant plus significatives que dans notre étude, mais il ne faut
pas oublier qu'il utilise pour ses expériences des rats thyroidectomisés, présentant
une hypothyroidie de 2 mois, donc plus profonde. Notons enfin une discordance avec
les études plus anciennes de WILES et al.. (214) mettant en évidence une moindre
déplétion de la PCr chez les hypothyroidiens par rapport aux témoins (mais en

ischémie).

Les modifications observées a ce stade dans I'hypothyroidie peuvent

étre imputées a deux mécanismes :

¢ soit a la transformation de fibres musculaires du type I en fibres du
type I comme cela a déja été mentionné pour le repos. Partant de valeurs plus basses
au repos, les muscles myxoedémateux suivent une décroissance parallele a la

décroissance habituelle, mais en demeurant toujours en deca des normes.

e soit a un trouble du métabolisme énergétique (inertie lie a
I'hypothyroidie, mitochondries moins efficaces) compte tenu d'une pente de
décroissance sensiblement plus abrupte dans les groupes de rats hypothyroidiens,
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amenant un rapportnon significativement inférieur a des valeurs significativement
plus basses que chez les témoins. durant les premiéres minutes de |'excitation.

LA RECUPERATION

La récupération s'effectue en deux temps : une phase initiale rapide
dont la répercussion est sensible sur le pH apreés une minute de récupération, et une
phase plus lente (figures 13, 14, 15). La reconstitution de la PCr a partir de créatine et
de Pi produit des ions H+ (a I'opposé de I'hydrolyse de PCr qui en consomme) d'ou une
discrete acidification initiale (127, 146, 148).

La plupart des études s'accordent pour affirmer la rapidité habituelle de
la régénération de la PCr. Ainsi. 50 % de la PCr hydrolysée seraient reconstitués en 1
minute environ (204) et cette resyntheése est si rapide que pour bien l'analyser, des
temps d'accumulation spectrale de 14 secondes seulement sont nécessaires (ce qui fait
malheureusement disparaitre le pic Pi dans le bruit de fond) (127). La diminution des

Pi serait encore plus rapide (avec une demi-vie d'environ 30 secondes (172).

[1 faut savoir par ailleurs que différents facteurs interviennent dans la
régénération de la PCr, notamment le pH pour ARNOLD et al.. (7), mais pas pour
KUSHMERICK et MEYER (127) et, au dela d'un certain seuil, l'intensité de l'exercice
physique qui a précéde (183) et donc de ce fait la déplétion en PCr (5). Cependant, ces
diverses observations suscitent d'avantage de polémique qu'elles ne procurent de
conclusions incontournables concernant les facteurs intracellulaires qui ajustent la
production d'énergie & la puissance développée. A ce jour, il n'est pas possible
d'attribuer a I'ADP la qualité de régulateur (183).

Dans notre étude, les valeurs de PCr/Pi et PCR/(PCr + Pi) sont tres
significativement plus basses dans les groupes hypothyroidiens. Par ailleurs, si les
rats normaux ont récupéré en 4 a 5 minutes environ, au terme des 10 minutes fixées
pour la récupération, les valeurs initiales ne sont toujours pas recouvrées dans les

groupes intoxiqueés.

Le comportement différent des muscles hypothyroidiens confirme les
résultats d'ARGOV et al.. (5), mais pas ceux de TAYLOR et al.. (205) qui présentent des
valeurs de demi-récupération pour PCr et de récupération pour Pi normales.
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La récupération de la PCr dépend uniquement des phosphorylations
oxydatives (172). d'ou son role d'indicateur. de témoin des capacités des fonctions

aérobies musculaires.

Dans le muscle hypothyroidien, la diminution du rapport PCr/Pi
pourrait donc traduire des anomalies bioénergétiques secondaires a l'altération des
métabolismes oxydatifs. Leur situation mitochondriale impliquerait donc un

dysfonctionnement de cette organelle intramyocytaire.

Or. il s'avere que le profil spectroscopique observé est le méme que dans

les myopathies mitochondriales.

les myopathies mitonchondriales constituent un groupe d‘altérations
musculaires rare, caractérisé. comme dans la myopathie hypothyroidienne, par une
faiblesse musculaire, et une intolérance a l'effort (encore que dans cette derniére
entité, des résultats discordants aient été rapportés). Ce concept a été décrit pour la
premiere fois par LUFT et al.. en 1962 (133) et peut revétir différents aspects en

fonction de l'atteinte enzymatique originelle (56, 99).

Les premieres études, principalement ultrastructurales, ont permis a
SHY et a GONZALES de découvrir plusieurs anomalies mitochondriales et de définir de
nouveaux syndromes a partir de ces données ultrastructurales (90. 194, 195. 196).
Cependant, il va de soi que les modifications ultrastructurales peuvent étre
aspécifiques ou alors demeurer absentes en présence d'une authentique atteinte
d'ordre purement fonctionnel [comme dans les déficits en CPT ou en carnitine par

exemple (56)].

La présentation clinique est variable et pléiomorphe, pouvant méme
emprunter une symptomatologie d'hypermétabolisme non thyroidien (par analogie
avec la maladie de Basedow) dans le cadre nosologique de la maladie de Luft (133). Des
pathologies aussi diverses que le syndrome facioscapulohuméral, ['ophtalmoplégie
extrinseque progressive et la paralysie flasque périodique avec myoglobinurie font

partie de cette classe d'affections (56).
Des anomalies biologiques sont fréquemment retrouvées (56).

¢ augmentation non obligatoire des taux sanguins d'acide lactique,

d'acide pyruvique, d'alanine
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¢ anomalies enzymatiques mitochondriales : déficiten :
- pyruvate deshydrogénase (24, 179)
- pyruvate carboxylase (54)
- cytochromes (152, 201, 210, 217)
- phosphorylases (134)
- carnitine palmityl transférase (14, 58, 129, 175).

Les anomalies morphologiques sont suspectées dés le stade de la
microscopie optique, grace a l'utilisation des colorations histochimiques. Cependant. le
recours a I'étude ultrastructurale est nécessaire pour une analyse plus fine (66). Les

principales lésions décrites sont :

e soit une accumulation de mitochondries normales. souvent de

localisation périnucléaire, comme dans la paralysie périodique hyperkaliémique (66).

¢ soit le développement de mitochondries géantes et difformes, qui
présentent souvent une disposition anormale des crétes, qui peuvent prendre un
aspect tubulaire. On a décrit ce phénomene dans les états hypermétaboliques non
thyroidiens (57, 66,133).

¢ soit la présence de mitochondries affectées d'une prolifération de

leurs crétes au point d'étre remplies de telles membranes d'aspect digital (56, 66).

¢ soit enfin, l'existence d'inclusions mitochondriales (57, 66, 133). Ce
sont généralement des inclusions cristallines. La structure la plus banale est une
forme rectangulaire constituée de 4 lignes osmiophiles d'égale longueur tres proches
les unes des autres. D'autres formations quadrangulaires ou arrondies ont été

signalées dans différentes affections.

Les données spectroscopiques en 3!P RMN sont d'acquisition plus
récente. Elles permettent de séparer les patients atteints de myopathie mitochondriale

en 3 groupes (172).
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Les caractéristiques de chacun de ces 3 groupes sont :

¢ la réduction du taux de resynthése de la phosphocréatine, sans doute
en rapport avec une syntheése d'ATP ralentie (171). La restauration du rapport PCr/Pi

peut alors s'avérer excessivement longue, jusqu'a une demi heure (72)

¢ une augmentation significative du taux des Pi au repos, avec une

resynthese normale de la PCr pendant la récupération (83)

e une absence d'anomalie a la spectroscopie. Dans ce cas, la "normalité”
peut étre liée cependant a4 un faible pourcentage de mitochondries atteintes dans la
fraction de muscle étudiée, ['affection pouvant toucher les muscles de maniére

hétérogeéne.

L'allongement de la durée de récupération du rapport PCr/Pi est donc
une des caractéristiques possibles des myopathies mitochondriales. ARGOV (3)
I'observe chez 9 patients sur 12 atteints de myopathie mitochondriale (dont un

neécessitant plus dun quart d'heure pour régénérer sa PCr).

Dans notre étude, tous les rats hypothyroidiens, y compris ceux dont
I'intoxication par le PTU n'excede pas 2 semaines, présentent un retard tel dans la
régénération de la PCr que 10 minutes d'observation en spectroscopie RMN sont
insuffisantes pour assister a une restitution compléte. Leur comportement est donc la

encore tres évocateur d'une atteinte mitochondriale.

C'est pourquoi, si nous nous référons aux conclusions d'ARGOV (3),
dégageant un profil RMN type pouvant définir une myopathie mitochondriale, a
savoir l'association d'un rapport PCr/Pi abaissé au repos, d'un rapport travail sur
déplétion abaissé et d'une restauration de la phosphocréatine ralentie lors de la
récupération, nous pouvons affirmer que la myopathie hypothyroidienne est bel et
bien une myopathie mitochondriale. Cette conclusion est corroborée par l'existence

d'anomalies ultrastructurales des mitochondries dans la myopathie hypothyroidienne.
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Ainsi. des anomalies diverses (tout comme dans les myopathies

mitochondriales) ont-elles été décrites :
¢ augmentation du nombre des mitochondries (94, 119, 143)
e anomalies morphologiques (119, 143)

¢ inclusions anormales (66, 143, 160) s'ajoutant aux modifications de

type de fibres déja décrites et a des phénomenes de centralisation nucléaire (144).

Les modifications du contenu enzymatique et protéique des
mitochondries dont nous avons déja fait part antérieurement, et l'impact des
hormones thyroidiennes sur les mitochondries constituent un argument
supplémentaire (26, 200, 221). On sait d'ailleurs depuis les travaux de STERLING (202)
qu'un récepteur mitochondrial a la T3 régule l'activité enzymatique respiratoire

musculaire.

Ainsi, par le truchement de plusieurs techniques complémentaires nous
est-il possible de suggérer que la myopathie hypothyroidienne est le fruit d'un

dysfonctionnement desactivités respiratoires mitochondriales.

Nous pouvons méme ajouter que les répercussions de cette altération
métabolique sont excessivement précoces puisque les anomalies de 1'hydrolyse de la
phosphocréatine que nous observons apres 2 semaines déja de traitement par PTU
pourraient confirmer la diminution de 25 % du cytochrome C (transporteur
d'électrons clé dans la chaine respiratoire mitochondriale (130)) observée déja une
semaine apres thyroidectomie chez des ratsdans 1'étude de JANSSEN et al.. (112).

5.2.2.3. Rapport PCr/ ATP

Dans ce rapport, nous retrouvons :

¢ d'une part la PCr dont nous savons qu'elle est hydrolysée pendant

l'effort afin de maintenir constante la concentration en ATP.

¢ D'autre part. I'ATP qui dans ce rapport est en fait le pic d'ATP 8.
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En effet, en spectroscopie RMN, les pics § et @ de 'ATP ne sont pas purs

mais relévent aussi de la présence des groupements phosphatesen 3 et @ de I'ADP.

Dans le type d'exercice musculaire imposé a nos rals, aérobie, non
tétanique. nettement sous-maximal nous devrions effectivement conserver la
concentration d'ATP initiale durant toute l'expérience (10) telle qu'elle est

représentée sur lafigure 27
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Figure 23
Evolution des concenrrations d’ATP, de PCr et de lactates (en mmoles/kg
de muscles frais) au repos, durant un exercice aérobic de bonne
intensité et pendant la récupération.
(d'apres 60)
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Ce n'est que pour des exercices intenses ou des contractions prolongées
que l'état stationnaire de la PCr et des Pi (cf supra) ne pourra étre maintenu ef{ que
sera constatée une diminution des concentrations intracellulaires d'ATP (4, 206).
Celle-ci peut alors étre considérable (jusqu'a 50 % et plus en cas d'exercice tres
sévere) sans aumgentation remarquable de I'ADP et avec conservation du phosphore

total mesurable (172).
Le rapport PCr/ATP est donc un bon reflet du métabolisme anaérobie.

Dans notre étude. le groupe témoin présente des valeurs de repos plus
basses que les 3 groupes traités. Cependant, la différence n'est significative qu'avec le
groupe de rats traités par PTU pendant les 4 semaines précédant l'expérimentation
(p <0.02).

Les valeurs observées sont voisines de celles mesurées par TAYLOR
(205) mais plus basses que celles de 1'étude d'ARGOV (5) concernant les hypothyroidies

et celles du méme auteur concernant les myopathies mitochondriales (3).

Groupe Témoins Patients
Etude
ARGOV (1987) 56107 humains 5.1 myopathies
(3) mitochondriales
ARGOV (1988) 55107 humains 5.1 hypothyroidie
(5)
TAYLOR (1989) 3.19:0,15 humains 3,33 + 0,24 hypothyroidie
(205)
présente étude 25 3111028
(1990) 3,11 +£0,34 rats 45 3,49 ¢+ 0,33 hypothyroidie
6S 325 + 0,24
Tableau 7

Valeurs du raport PCr/ATP dans différentes études de la littérature et
dans la présente étude.
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Les valeurs demeurent plus importantes durant toute I'expérience dans
le groupe HYPO 4S. Les téemoins présentent les valeurs les plus basses essentiellement
pendant la récupération. Aprés une décroissance initiale durant 4 minutes environ,
les valeurs réaugmentent a partir de la 6éme minute de I'exercice. L'écart entre le
groupe HYPO 4S et les 3 autres groupes, ainsi que I'écart entre le groupe témoin et les

autres groupes s'intensifient au fur et 2 mesure de la récupération.
Cette évolution traduit en fait 2 phénomenes:

¢ d'une part I'hydrolyse brutale et importante de la PCr prédominant au

tout debut de l'excitation

e d'autre part, compte tenu d'un état de stabilisation en plateau des
concentrations en PCr (steady state) qui, dans notre étude. semble méme légérement
décroissant (poursuite d'une discréte consommation de la PCr au mois jusqu'a la 8¢me
minute de l'exercice), une consommation, modérée certes, mais bien réélle de I'ATP,

prédominant dans le groupe 4S.

Par ailleurs, durant la récupération, la régénération plus lente de la PCr
dans les groupes hypothyroidiens ne peut, bien évidememment, rendre compte de la

réascension plus importante du rapport PCr/ATP dans ces groupes, bien au contraire.

On peut considérer que les rats témoins ont recouvré la valeur de repos
dés la 6¢eme minute de récupération, ce qui est compatible avec les temps de

régéneération de la PCr (vers la 4-5¢me minute).

En revanche, desvaleurs proches des valeurs de repos, voire nettement
supérieures (groupe HYPO 4S) du rapport PCr/ATP, dans des populations de rats qui
sont encore loin d'avoir régénére toute leur PCr (cf supra), ne peut s'expliquer gue

pour une ATP encore basse et non entiérement régénérée.

Nos observations sont donc en contradiction avec les travaux d'ARGOV et
al. (5). En effet, ceux-ci ne décrivent pas de différence significative pour les

concentrations d'ATP entre les groupes hypothyroidiens et témoins.

Elles vérifient par contre les résultats de I'étude de TAYLOR et al.. (205)
qui se réferent a tort aux travaux de WILES et al.. (214).
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Dans cette étude plus ancienne, utilisant des biopsies musculaires, les
auteurs font en fait part d'un turnover de I'ATP réduit en cas d’hypothyroidie. Cette
moindre consommation de I'ATP évolue de pair dans ce casavec une hydrolyse réduite

de la PCr, ce qui n'est pas davantage observé dans notre étude.

Cependant. la comparaison entre les 2 études est difficile. compte tenu
de l'utilisation d'une fréquence de stimulation 30 fois supérieure par WILES, ce qui
génere des conditions de travail franchement anaérobies. Et ['on sait que lors d'une
hypoxie, le débit de la réaction nette PCr -> ATP s'abaisse, ce qui a pu étre considéré

comme la source de défaillance contractile (22).

L'interprétation de cette diminution de ['ATP est délicate. En effet, si la
consommation accrue de I'ATP lors de I'hypothyroidie semble possible et méme
probable, compte tenu de l'altération a la fois des métabolismes aérobies et anaérobies.
dans cette affection, l'interprétation de la prépondérance de ce processus dans le
groupe HYPO 45, c'est a dire le groupe d'intoxication intermédiaire, est plus ardue.

Une explication semble cependant satisfaisante :

e a partir d'un exercice sévere, une déplétion d'ATP peut étre observée
(172). Dans un muscle défaillant, notamment a ['échelon des métabolismes oxydatifs,
source de régénération d'ATP, une déplétion d'ATP pourra étre constatée pour des
exercices moindres. C'est ce qui est mis en évidence pour les muscles hypothyroidiens.
Cependant, ces variations sont modestes car portant sur des petites valeurs en RMN.
L'ATP correspond en moyenne au 1/3 de la PCr. Ainsi, de petites modifications au
dénominateur peuvent amplifier les fluctuations du rapport. Une petite diminution de
I'ATP entre les groupes HYPO 2S et 4S peut ainsi accroitre de maniere significative le

rapport PCr/ATP en faveur du groupe le plusanciennement intoxiqué.

En présence d'une hypothyroidie plus ancienne, il est possible que les
variations d'ATP soient moins sensibles que ne l'est le ralentissement de la
régénération de la PCr et ['on assistera a une diminution du rapport dans le groupe
HYPO®6S.

Donc, si on étudie la variation du rapport PCr/ATP non plus en fonction
du temps, mais en fonction de la profondeur de ['hypothyroidie, on peut

schématiquement subdiviser I'évolution en 2 phases (figure24)
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Figure 24
Evolution du rapport PCr/ATP a l1afin de I'excitation en fonction de
I'ancienneté de I'hypothyroidie.
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® une phase o0 les variations (ascendantes) du rapport sont imputables
a la baisse de I'ATP

e une phase ou les modifications du rapport PCr/ATP, en dépit
éventuellement d'un ATP encore décroissant (mais trés modestement) sont a porter au

crédit (ou au "débit") du ralentissement important de la régénération de la PCr.

Cette double contreperformance : chute de I'ATP et régénération
effondrée de la PCr, lors de la récupération peut fort bien étre le témoin de
dysfonctionnements meétaboliques complexes comme ceux engendrés par

['hypothyroidie.

5.2.2.4. Rapport Pil ATP

Ce rapport peut étre considéré comme le pendant du précédent. Son
évolution suit un schéma sensiblement inverse de celui du rapport PCr/ATP, ce qui

peut paraitre logique si l'on considére I'équation
PCr - Cr + Pi.

Si nous comparons, au repos, les valeurs de Pi/ATP dans les différents
groupes, nous constatons une augmentation significative chez les hypothyroidiens
par rapport au groupe témoin. Cette augmentation peut étre liée soit & une production
accrue de Pi, soit a une chute de I'ATP. Si nous nous référons aux travaux de WILES
(214), qui estime a 25 % la perte d'ATP chez les rats hypothyroidiens par rapport aux
rats témoins, nous sommes obligés d'imputer 33 % de l'‘augmentation du rapport
Pi/ATPala baisse du dénominateur. La valeur du ratio chez les hypothyroidiens, par
rapport aux témoins, si ['ATP chute bel et bien de 25 %, devrait étre par conséquent
égala:

Rur-Rr+ 33xR1
100

avec RHT - rapport Pi/ATP chezles hypothyroidiens
RT - rapport Pi/ATP chez lestémoins (0,22)
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soit :
0,22 + (0,22x0,33)=0,29

Or, cette valeur est justement celle que nous trouvons pour ['ensemble
de nos rats hypothyroidiens. Nous sommes donc obligés de discuter de la réalité de

l'augmentation des Pi.

Si nous appliquons le méme raisonnement au rapport PCr/ATP. nous
devrions trouver des rapports de l'ordre de 4,13 dans les groupes hypothyroidiens, ce
quiest loin d'étre le cas, les valeurs les plus élevées étant de 3,49. Ceci implique une

baisse concomitante de la PCr d'environ 18 %.

Si nous avons considéré dans le chapitre 5.2.2.2. que I'hypothyroidie
induisait une déplétion en PCr au repos, nous ne l'avions pas quantifiée jusqu'a

présent.

Or, si nous comparons les rapports PCr/PI de repos entre les groupes
intoxiqués et le groupe témoin, nous constatons des valeurs plus élevées de 35 % chez
ce dernier. Il existe donc forcément outre la diminution de la PCr, une augmentation
des Pi concomitante. Il en résulte que l'augmentation du rapport Pi/ATP n'est pas
uniquement due a une diminution de I'ATP mais aussi a une libération accrue de Pi.
Une deuxiéme conséquence est que la diminution de I'ATP dans nos groupes de rats
hypothyroidiens est bien moindre au repos que celle constatée par WILES et al.. (214)
pour des hypothyroidies, il est vrai, plus anciennes. Intuitivement. cela nous semble
probable car il nous parait difficilement concevable qu'une chute de I'ATP d'un quart
de sa valeur initiale puisse étre consacrée par 15 jours d'intoxication par du PTU et

qu'ensuite, cette baisse se stabilise a ce niveau.

L'évolution pendant [excitation traduit ['hydrolyse de |la
phosphocréatine, d'ou I'aspect ascendant du rapport Pi/ATP. Au contraire, durant la

récupération, ce rapport sera décroissant, compte tenu de la régénération de la PCr.

Cependant, si I'on congoit aisément que le rapport Pi/ATP le plus bas
soit présent dans le groupe de rats témoins (du fait d'une moindre production de Pi en
raison d'une hydrolyse de la PCr moins intense et d'une régénération plus rapide), on

comprend moins bien pourquoi les valeurs les plus élevées sont observées dans le
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groupe HYPO 4S. En effet, le ralentissement de la régénération de la PCr dans le
groupe HYPO 65 devrait conduire a la persistance d'un taux de Pi plus important et

donc a un rapport Pi/ATP plus élevé.

En fait, si nous considérons les variations des groupes HYPO 4S et 6S,
nous constatons qu'elles ne sont pas significativement différentes. ce qui est étonnant
compte tenu de la différence significative entre ces 2 groupes des variations du
rapport PCr/ATP. L'existence d'un processus de différenciation des fibres
glycolytiques en fibres a potentiel oxydatif présentant dés le départ, au repos, un
rapport PCr/Pi diminué (147) (ce qui correspond entre autre 4 une augmentation de
Pi) tend a minimiser les différences entres les groupes possédant déja une
augmentation sensible des fibres lentes oxydatives. Ce phénomene pourait donc
provoquer un nivellement des valeurs du rapport Pi/ATP. Par ailleurs, une partie des

Pi pourrait se fixer et ne plus étre mesurable par la technique spectroscopique.

Nos résultats sont corroborés par ceux de TAYLOR et al. (205) qui
constatent une trés nette augmentation du rapport Pi/ATP dans le muscle
myxoedémateux. Ces auteurs attribuent ces modifications (ainsi que nous ['avons
constaté dans cette étude) a l'augmentation d'une part des Pi et d'autre part a la
diminution de I'ATP. D'apres I'ensemble de leurs résultats et en se référantaux travaux
de WILES (214). ils concluent a une baisse de moitié. au repos, du potentiel de
phosphorylation [ATP / (ADP x Pi)] en cas d'hypothyroidie.

5.2.2.5. Rapport PDE/ATP

Nous constatons une augmentation significative du rapport PDE/ATP en

casd'hypothyroidie.

Au repos, le groupe HYPO 6S présente significativement plus de PDE que
les groupes témoin et HYPO 2S.

Ensuite, le groupe témoin (et plus rarement le groupe HYPO 25)
présentera une différence significative du rapport vis-a-vis des rats hypothyroidiens

des 2 autres groupes.
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Le comportement des groupes HYPO 4S et HYPO 6S n'est pas différent du

point de vue statistique.

La production de PDE dans les muscles myxoedémateux a été relevée
dans les 2 études RMN (5, 205) mais sans que les auteurs insistent sur ce phénomene,
Un pic important de PDE, régressif sous hormonothérapie substitutive a été décrit par
ILES et al.. (172), chez un patient hypothyroidien. RADDA et TAYLOR (172) ont
également décrit un pic de PDE lors de I'étude du fléchisseur superficiel des doigts
chez 5 sur 6 patients hypothyroidiens. Ils ont quantifié ces PDE : 22 mmole/kg de

poids sec pour une normale inférieure a 0.7 mmoles.

Il ne semble donc pas que le pic de PDE puisse étre attribué a un effet
toxique direct du PTU sur le muscle. Il est bel et bien le stigmate de I'hypothyroidie
puisqu'on le retrouve dans des myxoedémes d'étiologies différentes.

5.22.5.1. Que représentent les phosphodiesters (PDE) ?

Des les premieres études en spectroscopie RMN, des pics correspondant

a des métabolites jusque la inconnus étaient mis en évidence en 1976 :

- par BURT et al.. (34) y compris chez des poussins dystrophiques
-par DAWSON et al.. (48) dans des gastrocnémiens de batraciens

Ils ont été attribués secondairement a des PDE, notamment a la

glycérophosphorylcholine (33).

Des études chromatographiques antérieures faisaient déja état de tels
composés et ROBERTS et LOWE en 1954 avaient identifié un autre PDE : la I-sérine
éthanolamine phosphodiester (SEP) en étudiant les muscles de tortue (178).

Iy a concordance entre les concentrations de ces PDE et I'importance

des pics observes par la RMN (48).
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5.2.2.5.2. Que signifie un pic de PDE en ogie 7

Depuis la découverte de la SEP en 1954 (178), plusieurs études ont mis en
évidence une augmentation de cette substance dans des dystrophies musculaires
aviaires (34, 38.70).

Un pic de PDE en étude RMN a été visualisé lors de ['étude de ['avant-bras
d'un patient atteint de maladie de Duchenne des 1982 (155).

Depuis, la connaissance spectroscopique de ce type d'affection s'est
approfondie, et, contrairement a ce qui avait été constaté lors d'études plus anciennes
(37), une augmentation des PDE a été constatée a plusieurs reprises dans des jambes de
patients atteints de cette redoutable myopathie (35). en particulier dans les stades les
plus avanceés de la maladie. Le méme type d'observation a été réalisé sur les muscles de
['avant-bras (70, 155).

La signification de ces PDE n'est pas encore claire. En effet. compte tenu
de l'existence de plusieurs types de PDE, leur role respectif n'est peut étre pas
univoque, ce qui pourrait rendre compte des conclusions apparemment
contradictoires entre les étudesattribuant un role protecteur a un taux élevé de PDE et
un role néfaste a un taux faible ou a ['absence de PDE (il s'agit alors en général de
glycérol-3-phosphorylcholine (GPC)) (37, 70) et les expérimentations arguant les
phénomenes inverses (169, 172).

Mise a part la signification de déchet. le principal role attribué aux PDE

est une fonction de controle membranaire (35).

HITZIG et al. (104) les assimilent a des produits de dégradation des
phospholipides qui pourraient avoir un rdéle modulateur de [activité des

phospholipases membranaires.

5.2.25.3. Importance des PDE dans la myopathie

hypothyroidienne

A l'instar des autres études RMN portant sur le muscle myxoedémateux,

nous avons constaté une augmentation significative des PDE par rapport a la
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population témoin. Cette élévation est hautement significative (p < 0.001)
essentiellement au cours de 'effort et de la récupération. chez tous les rats intoxiques.
y compris ceux qui le sont depuis la période la plus récente . Au repos, la différence
n'est nette que pour les rats les plus intoxiqués (HYPO6S).

Nous pensons que cette anomalie est un stigmate important dans le

processus d'altération myogene secondaire a la carence hormonale.

En effet, il s'agit d'un marqueur précoce (présent déja dans le groupe
HYPO 2S). sensible (a I'effort p < 0.001), malheureusement non spécifique (puisque

souvent décrit dans les dystrophies musculaires, mais aussi augmenté avec 1'age) (35).

Par ailleurs. il revét un intérét physiopathologique certain puisqu'on a
décrit des modifications des PDE en fonction du type de fibre musculaire étudié. La
transformation des fibres de type II en fibres de type I s'accompagnerait d'une
production de PDE (36).0r, nous savons déja que ['hypothyroidie induit justement cette
sorte de changement. Il se pourrait donc que nous soyons en présence d'un marqueur

supplémentaire de la nouvelle différenciation des myocytes.

Par ailleurs, la signification exacte des PDE étant inconnue, méme en ce
qui concerne lesdystrophies musculaires, il n'est pas malséant d'envisager qu'il existe
un processus étiopathogénique commun a la maladie de Duchenne et a la myopathie
hypothyroidienne, ou d'une maniére plus simple et plus générale, que I'augmentation
des PDE dans ces deux circonstances soit le reflet, l'expresion, de modifications
communes (pas forcément pathologiques mais aussi physiologiques ou

fonctionnelles).

5.2.2.6. Rapport Pm/ATP

Les pics observés dans la région des Pm ont été attribués soit a la
production d'IMP (127), soit, plus souvent, a des oses monophosphates produits

pendant la glycogénolyse (40, 48, 65, 72).

Comme DUBOC etal.. (65), nous observons une discréte ascension des Pm
en début de récupération, suggérant que la glycogénolyse ne s'arréte pas
instantanément a la fin de I'exercice. Cependant, l'absence de différence vraiment

significative entre le groupe témoin (qui présente les valeurs du rapport Pm/ATP les
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plus basses) et les groupes de rats hypothyroidiens nous laisse supposer que certaines
enzymes clés de la glycogénolyse telle la phosphofructokinase et la phosphoglycérate
kinase, présentent un fonctionnement intégre. En effet, en cas de perturbation de
l'activité de ces enzymes, il a été constaté la production d'un pic de Pm conséquent (65)
ce qui est loin d'étre observé dans notre étude.

Dans leurs études respectives, TAYLOR (205) et ARGOV (5) ne constatent
pas davantage de génése de Pm ou d'oses phosphates.

9.3. SYNTHESE €T HYPOTHESES

Le muscle strié est un tissu cible majeur des hormones thyroidiennes.
Certaines manifestations cliniques sont communes aux états dhyper et
d'hyposécrétion hormonale (fatigue musculaire, faiblesse musculaire).

D'aucuns ayant fait part d'une meilleure efficacité de la contraction
musculaire chez les hypothyroidiens (214), il nous a semblé intéressant d'aborder la
physiologie musculaire dans ce type d'affection en ayant recours a la spectroscopie
31p-RMN qui permet d'appréhender le métabolisme des molécules phosphatées in situ,
sans porter préjudice aux éléments cellulaires ou sub-cellulaires et ce, de maniére
reproductible. En effet, il nous a sembl¢ hautement improbable qu'un état
pathologique occasionné par une carence hormonale puisse se manifester par une
amélioration des performances musculaires. Le profil hormonal actuel n'est-il pas le
fruit de I'évolution, c'est & dire des perfectionnements incessants et d'adaptations
successives sous la pression de I'environnement ? Cette lente et constante évolution
n'aurait-elle abouti qu'a une gabegie énergétique, a3 un métabolisme musculaire
dispendieux et indapté ? Cela ne nous satisfait nuellement.

D'un autre coté, les expériences de WILES et al.. (214) menées avec une grande

rigueur scientifique sont-elles sujettes a caution ?
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Nous avons voulu, en nous référant aux observations des métabolismes
énergétiques au sein méme des myocytes, essayer de comprendre un peu mieux
I'incidence des altérations occasionnées par la carence en hormones thyroidiennes
sur les phénoménes de contraction musculaire.

Notre étude spectroscopique a permis de rendre compte d'un certain nombre de
phénomenes:

¢ |'existence d'un pH au repos plus acide chez les rats hypothyroidiens. Ce pH
s'acidifie encore d'avantage lors de |'excitation, et, durant la récupération, il tarde a

recouvrer sa valeur initiale.

¢ l'hydrolyse plus importante de la phosphocréatine avec production
concomitante de phosphates inorganiques. La régénération de la phosphocréatine est
par ailleurs considérablement ralentie chez les rats intoxiqués.

* la production de phosphodiesters pendant la contraction musculaire
¢ la consommation d'ATP durant I'exercice.

ces deux derniers phénoménes étant propres aux rats hypothyroidiens.

L'ensemble de ces variations est observé trés précocément dans le contexte
d'hypothyroidie expérimentale imposé par notre étude, ce qui ne ressort pas des
études spectroscopiques antérieures (5, 205) mais confirme des études plus anciennes
(159, 211).

La somme de ces résultats nous permet donc de conclure que I'hypothyroidie
induit au sein du tissu musculaire des modifications proches de celles décrites dans les
myopathies mitochondriales (3, 94, 221). Ces observations corroborent certaines
données plus anciennes assignant un roéle dépresseur des fonctions oxydatives
musculaires aux carences en hormones thyroidiennes (11, 12, 89, 108, 119, 159, 211).
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Afin d'expliquer le réle inhérant a chacune des modifications observées, nous
avons essayé de déterminer la succession des événements qui conduit du muscle sain

au muscle myxoedémateux.

Le primum movens de la séquence physiopathologique est la diminution des
hormones circulantes.

Celles-ci présentent plusieurs points d'impact importants sur la physiologie de
la contraction musculaire :

¢ la mitochondrie :

Il a été demontré ['existence d'un récepteur spécifique de la T3 dans
cette organelle, controlant l'activité enzymatique respiratoire du muscle (202). Par
ailleurs, il a également été signalé une diminution de la synthese des phospholipides
mitochondriaux dans de nombreux tissus (157) ainsi qu'une altération de la
perméabilité aux cations de la membrane interne (96) en cas d hypothyroidie.

¢ le réticulum sarcoplasmique (77, 120, 187, 197)

ede nombreux enzymes (16, 105, 192, 222)

¢ plusieurs hormones intervenant dans des voies métaboliques importantes
(catécholamines, glucagon, insuline) (16, 105, 192, 222)

¢ les systémes de pompe ionique (75)

¢ les synthéses protéiques.

La thyroxine est indispensable a la production d'une quantité normale
de protéines (105). En cas d'hypothyroidie, il existe une diminution de 50 % de la
production de RNA et de 18 % de l'efficacité de la syntheése protéique dans ['étude de
FLAIM et al. (79). Dans I'étude de BROWN et al, la diminution de la synthése protéique
est jugée secondaire a la chute du RNA, sans perte dans l'efficacité de la synthese
protéique (29). Dans une étude récente, MORRISSON et al. concluent cependant a un
turn over protéique perturbé en ce qui concerne I'homéostasie protéique globale de
I'organisme sans que la participation musculaire ne soit flagrante (153).
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Par ailleurs, I'impact des hormones thyroidiennes ne se cantonne pas a
I'appareil locomoteur mais touche toutes les fonctions vitales avec plus ou moins de
sévérité, et notamment diverses fonctions en rapport direct avec l'activité motrice, 4

savoir :

- les fonctions supérieures, occasionnant un ralentissement idéomoteur

qui s'amplifie avec la profondeur de la carence hormonale (1)
- le systeme cardiocirculatoire (11, 199)
- I'appareil respiratoire (111)
- lesang (103)
qui véhiculent le comburant oxygene indispensable aux phosphorylations

oxydatives mitochondriales.

La diminution des hormones thyroidiennes génére donc des altérations
métaboliquesau sein de nombreux tissus et au sein du muscle strié. Les répercussions
seront multiples :

e diminution des enzymes du métabolisme oxydatif

¢ modifications de la glycogénolyse et des métabolismes anaérobies

e altération des flux calciques.

1) Diminution des enzymes du métabolisme oxydatif

(12,89, 108, 112, 119, 159, 207)
Dans notre étude, la diminution des enzymes du métabolisme oxydatif rend

compte de la diminution des rapports PCr/Pi et PCR/(PCr + Pi) et surtout de la lenteur
de la régénération de la phosphocréatine chez les rats hypothyroidiens.
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Une autre conséquence en est la combustion d'ATP constatée durant I'exercice,
faute de capacités oxydatives suffisantes pour empécher cette utilisation.

Il est 4 noter que l'oxydation des lipides et autant touchée que celle des
glucides.

Le trouble de I'oxydation lipidique est sensible a4 2 niveaux :

e a l'échelon de la production de substrat lipidique pour le moteur

musculaire via la lipolyse du tissu adipeux

En effet, 'adényl-cyclase, qui est sous le contrdle de la FT3 et dont la
cible est la lipase du tissu adipeux via I'AMPc, voit son activité diminuer parallélement
a la diminution de la T3 (105) alors méme que la quantité de lipase est normale.

Par ailleurs, la lipolyse des adipocytes en réponse aux catécholamines
est également ralentie chez I'étre humain et le rat dans I'hypothyroidie (55, 91, 180)
tout comme elle I'est aussi en réponse a d'autres hormones stimulant |'adényl-cyclase
telles I'ACTH, la TSH et le Glucagon (180). Il en résulte des acides gras libres circulants
normaux ou légérement diminés dans I'hypothyroidie (132).

¢ |'étape mitochondriale, ou les enzymes de la béta-oxydation des lipides

sont diminués en cas d hypothyroidie (12, 108, 159).

Le trouble de l'oxydation des glucides (59) se manifeste par une diminution
d'activité de la pyruvate deshydrogénase ou d'autres enzymes de la glycolyse (12).

Le voie finale des phénomenes d'oxydation mitochondriale, 4 savoir la chaine
de transport des électrons, voit également son activité affectée dans le myxoedéme,
comme en témoigne la diminution des cytochromes (207) ou de la cytochrome oxydase
(119, 159).
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2') Modifications de la glycogénolyse et des métabolismes anaérobies

La glycogénolyse induite par les catécholamines et le glucagon via
l'adénylcyclase et le second messager qu'est ' AMPc, est effondrée par I'hypothyroidie
(105, 147). 11 en résulte une accumulation de glycogéne au repos prenant l'aspect de
granules denses a I'étude ultrastructurale (119, 143, 160). A la spectroscopie RMN, cette
anomalie est reflétée par les fluctuations du rapport PCr/ATP. L'incapacité de la
glycogénolyse a contrebalancer la baisse de régime des phénoménes oxydatifs se
traduit par la chute concomitante de la PCr et de I'ATP.

Tous lesauteurs ne s'accordent pas cependant a cette hypothése.

En effet, WILES et al.. (214) concluent 4 une glycogénolyse normale et
BALDWIN et al.. (12) a une glycogénolyse accrue pour contrebalancer la dévaluation
des capacités oxydatives, ce que confirme I'é¢tude de KACIUBA-USCILKO et al.. (115).

Il est fort possible qu'en fait, l'explication de cette discordance soit
relativement simple. En effet, la présence accrue de glycogéne au repos (119, 143, 160)
traduit sans doute une glycogénolyse effectivement diminuée (105).

A l'effort, du fait de l'altération des fonctions oxydatives, une participation
relative plus importante de la composante glycogénolytique pourrait intervenir.
L'apport de cette autre voie métabolique pourrait étre sensible, tant dans les voies
oxydatives (pour équilibrer le déficit de la consommation des substrats lipidiques) que
dans les voies anaérobies (pour produire le complément énergétique requis). Ce
phénomeéne rendrait d'ailleurs compte de l'acidification accrue du contenu cellulaire
(115) que nous observons en RMN durant toute |'expérimentation. La baisse du pHji,
encore majorée A l'effort, du fait de ce recrutement de la glycogénolyse, ne se
manifesterait pasdans le milieu plasmatique en raison de troubles de la perméabilité
cellulaire ou du dysfonctionnement des pompes a cations.

3*) Altération des flux calcigues
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3°) Altération des flux calciques

Les flux de calcium au niveau du réticulum sarcoplasmique sont en partie
responsables du meétabolisme de base (197) dont on connait la diminution dans
['hypothyroidie. Il a d'ailleurs été prouvé une diminution des flux calciques du

réticulum sarcoplasmique dans ['hypothyroidie (187, 197).

Ce processus pourrait participer, éventuellement de pair avec les altérations
métaboliques décrites précédemment, a des modifications phénotypiques des fibres

musculaires.

Nous aboutirons a un stade évolutif accessible aux investigations

morphologiques.

En effet, la carence hormonale entraine également une diminution de
l'abondance de ce réticulum sarcoplasmique par ailleurs ralenti. Ce processus
temoigne de la dépression des activités de transport du calcium et de leur dépendance
vis a vis de la protéine-kinase contrdlée par I'AMPc. Cette AMPc est spécifique du
réticulum sarcoplasmique des muscles lents (159, 197). L'activité Ca-ATPase du
réticulum sarcoplasmique est déprimée. Il en résulte un temps de relaxation
musculaire prolongé du fait du retard au recaptage du calcium par le réticulum

sarcoplasmique (76).

Simultanément, ou sans doute légérement décalé dans le temps, 'ensemble de
ces événéments entrainerait des modifications dans I'expression phénotypique du
type de myosine (108, 187). Il en résulterait la syntheése préférentielle de myosine de
ty pe lent, avec pour conséquence la transformation des fibres de type II en fibres de
type I. Une étape intermédiaire pourrait étre la différenciation préalable en fibres de

type intermédiaire, également augmentées dans I'hypothyroidie (187).

Le stigmate RMN en est, dune part la diminution du rapport PCr/Pi, d'autre
part la production d'un pic de PDE. notamment a ['effort, dés les stades les plus

précoces de I'hypothyroidie.
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Ces événements témoignent d'une adaptation fonctionnelle rapide a ['état de
carence hormonale. L'expression histologique n'apparaitrait donc qu'ultérieurement

et pourait se péréniser. si une thérapeutique idoine n'est pas instaurée précocément.

La carence en hormones thyroidiennes induit une diminution de l'activité
psychomotrice et occasionne des altérations qualitatives et quantitatives des

métabolismes énergétiques.

D'un point de vue finaliste. tout se passe comme si cette redistribution des

besoins et des moyens évoluait dans le sens d'un rendement optimum.

Ainsi. lorsque la commande centrale, devenue moins exigeante, sollitite
I'effecteur musculaire, ce sera surtout aux dépens de la musculation antigravifique et
dans des conditions aérobies. Or, nous assistons effectivement a la multiplication et au
développement des fibres de type I justement appropriées a ce type d'exercice. Par
ailleurs, ces fibres rouges sont de surcroit le siege d'une conversion périphérique de
T4 en T3, 'hormone active, supérieure a leurs homologues blanches (159). Elles
pourront donc continuer a fonctionner pour des concentrations sanguines

relativement basses de T4 et T3.

Il ne nous semble pas que de telles modifications puissent cependant étre
responsables d'une meilleure efficacité globale, malgré les conclusions de I'étude de
WILES et al.. (214). En effet, la constatation de la consommation d'ATP et la
régénération ralentie de la PCr constatées dans notre étude plaident contre une telle
hypothése. D'ailleurs, des études réalisées dans des conditions plus appropriées que
celles de WILES confirment lesimpressions cliniques faisant état d'une diminution des
capacités physiques du muscle hypothyroidien (12, 32, 59). Une curieuse étude
réalisée en IRM abonde également dans ce sens, puisque ZURCHER et al.. ont établi une
diminution du travail par unité de surface de section musculaire dans ['hypothyroidie
(225).
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Le caractére fonctionnel des troubles est confirmé , du moins au départ, par la
réversibilité sous traitement (5) et la possibilité d'amender tout ou partie du déficit
métabolique par l'entrainement physique qui permet des gains plus appréciables chez
les hypothyroidiens (89, 207).

La spectroscopie RMN est un outil trés performant dans ['étude des
métabolismes énergétiques musculaires. Grace a cette haute technologie, il nous
parait intéressant de compléter notre travail par le suivi spectroscropique de I'effet
d'une thérapeutique substitutive, I'appréhension des modifications survenant pour
des efforts d'intensité graduée, aérobie et anaérobie, et I'étude des mémes parametres

dans des populations d'hyperthyroidiens.

L'utilisation d'autres spectres que celui du 3/P-RMN pourrait étre judicieux. De
telles investigations pourraient améliorer nos connaissances concernant l'impact

musculaire des hormones thyroidiennes.
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6. CONCLUSION
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Dans notre travail, utilisant la spectroscopie RMN du phosphore 31, nous avons
pu étudier le métabolisme du muscle strié squelettique in vivo. Ainsi, nous avons pu
établir le profil spectroscopique dans trois populations de rats Whistar présentant des
hypothyroidies iatrogénes d'ancienneté croissante. Nous avons secondairement
compare les spectres obtenusaux caractéristiques établies dans une population de rats
temoins, au repos, A l'exercice et lors de la récupération. Ces confrontations ont

permis d'aboutir aux constatations suivantes :
¢ au repos. le muscle myxoedémateux est plus acide que le muscle sain

o 3 leffort, le muscle hypothyroidien semble consommer davantage de
phosphocréatine et sans doute de I'ATP. Il y a production concomitante de
phosphodiesters dont la fonction exacte n'est pas encore établie, traduisant

vraisemblablement des remaniements membranaires.

e durant la récupération, la régénération de la phosphocréatine est
considérablement ralentie dans le muscle hypothyroidien. Cela traduit la défaillance
des processus de phosphorylation oxydative malgré les modifications histochimiques
observées dans le muscle hypothyroidien semblant privilégier la "différenciation” en

fibres de type I.

L'ensemble de ces constatations est compatible avec une souffrance des
métabolismes mitochondriaux qui ferait entrer la myopathie hypothyroidienne dans

le cadre nosologique des myopathies mitochondriales acquises.

Ces troubles sont par ailleurs excessivement précoces, puisque nous les
observons deés 2 semaines d'intoxication des rats par le propylthiouracile. Cela suppose
I'installation d'un trouble fonctionnel précédant les remaniements organiques

accessiblesa la microscopie conventionnelle.
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D'autres études spectroscopiques permettraient d'étudier le méme type
d'affection dans des conditions expérimentales différentes (exercice anaérobie,
hypothyroidie de sévérités moindre ou accusée) ou de définir le profil évolutif sous
une thérapeutique hormonale substitutive . Ceci préciserait nos connaissances dans
le domaine passionnant de la pathologie des confins neuroendocriniens.



7. ANNEXE
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Nous présentons dans cette annexe, les bases physiques et les principales

applications de la résonance magnétique nucléaire.

7.1. SPECTROSCOPLIE DE RESONANCE
MAGNETIQUE NUCLAIRE

7.1.1. Introduction

Les études des métabolismes cellulaires in vitro ont été progressivement
délaissées pour des tentatives d'étude in vivo. Parmi les techniques permettant
d'appréhender les métabolismes au sein méme des tissus et des cellules, voire méme
des organites subcellulaire, la résonance magnétique nucléaire, qui par ailleurs
respecte I'intégrité des structures investiguées, occupe une place de choix. Grice a la
résonance magnétique nucléaire du noyau phosphore 31, présent a3 100 % en
abondance naturelle, il est devenu possible d'aborder les recherches aussi délicates
que ['identification et la quantification de métabolites (concentrations absolues et
relatives), la mesure du pH intracellulaire, la différenciation des compartiments
cellulaires, la détermination des flux métaboliques dans des conditions physiologiques
et pathologiques, le calcul des cinétiques enzymatiques (20, 43, 127,172, 183, 204).

L'application de ce type d'investigation au métabolisme énergétique

musculaire est d'un immense intérét.

En effet, si le profil énergétique du muscle au repos a ainsi pu étre déterminé
in situ ,depuis l'apparition des bobines de surface, dans les années 1980, des études ont
¢galement permis d'évaluer les modifications physiologiques, notamment lors du
travail musculaire (7, 41, 42, 48, 49, 50, 118, 166, 188, 206, 215), les atteintes musculaires
primitives (8, 13, 35, 40, 44,65, 70, 71,72, 83, 113, 114, 155, 171, 181, 182, 191) et dans les
souffrances musculaires secondaires, soit 2 des phénomeénes ischémiques, de type
arteritique (98, 117), soit 2 une insuffisance cardiaque (135, 136, 137, 139, 213, 219), soit
a une insuffisance respiratoire (185), soit d'origine diverses (6).
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C'est a I'aide d'un tel équipement que nous nous sommes proposés d'étudier le
meétabolisme du muscle strié squelettique du rat hypothyroidien.

7.1.2. Principes de 1a résonance magnétique

nuciéaire

7.1.2.1. Introduction - historique

Suggeéreé dés 1924 par PAULI pour expliquer les structures hyperfines
rencontrées en spectrométrie optique, le magnétisme du noyau considéré des lors
comme un dipéle magnétique, a fait I'objet de nombreux travaux dés la fin de la
seconde guerre mondiale grace au développement des techniques radioélectriques.

Ainsi, I'assimilation de certains noyaux a de petits aimants a permis a
I'équipe de BLOCH a STANFORD et de PURCEL a HARVARD d'obtenir les premiers
spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) deés 1945, en utilisant I'atome

d'hydrogene.

Entre 1950 et 1970, le champ d'application de la RMN est essentiellement
I'étude des structures moléculaires en chimie.

Un autre domaine d'utilisation nait en 1973 grdce aux travaux
indépendants de LAUTERBUR, peére de la Zeugmatographie) et de MANSFIELD qui,
proposant ['utilisation de gradients linéaires du champ magnétique pour obtenir une
image par codage spatial du signal de RMN, posent les jalons d'une technique
d'imagerie révolutionnaire : I'IRM ou Imagerie par Résonance Magnétique.

Parall¢lement, ['utilisation de champs magnétiques de plus en plus
puissants, I'application de technologies plus sophistiquées et de techniques nouvelles
a permis, grace a des spectrometres utilisant une onde radio-fréquence, de déterminer
des spectres de métabolites dans des cellules en culture in vivo, procédé utilisé¢ dans
cette étude (19, 20, 46, 53, 172, 183, 209).
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7.1.2.2. Principes fondamentaux de la RMN

7.1.2.2.1. Notion de champ et de moment

Si l'on considére un petit aimant placé au voisinage d'un aimant plus
puissant ou d'un courant électrique, le petit aimant subit ['action de son

environnement.

La grandeur vectorielle décrivant l'espace modifi¢ par la présence
d'aimants ou de courants électriques est le champ magnétique, dont ['intensité

s'exprime en tesla.

La grandeur vectorielle attachée a un systéme magnétique (le petit
aimant dans notre exemple) qui permet de décrire son comportement dans un champ

magnétique est son moment magnétique.

7.12.22 Propriétés nucléaires

L'atome est formé d'un noyau central chargé positivement, constitué de
protons chargés positivement et de neutrons sans charge, qui porte la quasi totalité de
la masse et en périphérie d'électrons, porteurs de charges électriques négatives et de
masse négligeable. Le noyau peut étre assimilé de ce fait 4 une masse sur laquelle est
distribuée uniformément une quantité de charges positives.

Cette masse, et par conséquent la charge, peut étre dotée d'un
mouvement de rotation autour d'un axe, passant par le centre de gravité du noyau,
mouvement qui peut étre décrit par une grandeur physique (vecteur) appelée
moment de la quantité de mouvement angulaire M quantifi¢é par un nombre

quantique dit "de spin” (figure 25 ).
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Figure 25

Moment de la quantité de mouvement angulaire d'un noyau (D ou spin

Une sphere chargée électriquement, tournant sur elle méme génére un

champ magnétique qui est décrit par une autre grandeur physique : le vecteur
moment magnétiqueﬁ qui s'aligne sur ['axe de rotation.

Le moment magnétique résultant est proportionnel au moment
9
cinétique de rotation ou moment de la quantité de mouvement angulaire (I)
(figure 26) :



\\“-wm- ,Jmc de ratadion

Figure 26
— —
Moment magnétique nucléaire L avec [ #0

-

P=yl

Dans cette relation ¥ est appelé rapport gyromagnétique. Il posséde une

valeur caractéristique pour chaque atome, fonction de sa charge et de sa masse.

Le nombre quantique de spin a pour valeur 1/2 ou un multiple de 1/2.
La plupart des noyaux présents dans les molécules d'intérét biologique (1H, 13C, 31P)
ontune valeur de spin de 1/2

7.12.2.3. Interaction des noyaux avec les champs magnétiques

_—)
Soit un noyau de moment magnétique b soumis a l'action d'un champ
_%
magnétique Bo. Leur interaction se traduira par le phénoméne suivant : une

réorientation du moment W caractérisé par une énergie d'interaction dans un
mouvement de précession
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7.12.2.4. Orientation du moment

En se référant a la mécanique quantique, le moment magnétique
nucléaire ne peut prendre que des orientations discrétes par rapport a la direction du
champ magnétique.

On peut déduire que le nombre des orientations possibles pour un spin
-
donné [ estde:2 /Tl 1.

A chaque orientation correspond un état d'énergie donné ou niveau
d'énergie.

La plupart des noyaux qui nous intéressent ont un spin égal a 1/2. Il en

résulte qu'ils_geuvent prendre 2 x 1/2 + 1 = 2 orientations qui forment avec la
direction de Bo un angle & ou un angle (IT -8 ) (figure 27). Les moments en

revanche prennent autour du champ n'importe quelle position correspondant a ces
angles, i.e. qu'ils se trouvent n'importe o0 sur l'un des deux cones qu'ils définissent
(figure 28).

/'
—
H,
o
—>
B o
-
Hy
Figure 27 Figure 28
-
Placés dans un champ Bo, les _ Tout en restant astreints aux 2 angles
moments jides différents protons Bet 71 -3, les moments | peuvent se
s'orientent selon 'un des angles trouver en une position quelconque sur le

8 ounm-¥8 cone deéfinir par &
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7.1.225.Energie d'interaction

Pour un moment ﬁ des particules, la physique permet d'aboutir a la

relation générale su1vante permettant de définir ['énergie d'interaction (_]::)) entre le
champ magnétique Bo et le moment magnétique élémentaire ﬁ

- - A~
E = i Bo cos {u, Bo)

P =
En ce qui concerne le proton, I'angle (M, BO) étant limité a un petit

nombre de valeurs discrétes (2 valeurs en fait définies par les 2 possibilités d'angle
(K, Bo)a savoir Y120 et Y2=11- & considérés précedemment) seules 2 valeurs de E

existent respectivement :
—

- - —
E=+1/2yh* Bo et E=-1/2y h* Bo avec

h* =h h = constante de Planck = 6,62554 x 10-27 erg-sec

L'angle le plus fermé définit I'état fondamental, l‘angig le plus ouvert
'état excité auquel le syst¢me parvient en absorbant I'énergie AE donnée par la

difféerence des deux valeurs :

Af=yh*§3

7.1.2.3. Mouvement de précession

Une réorientation du moment macroscopique n'est pas le seul
mouvement provoqué par la présence du champ magnétique. La relation entre les
moments magnétique et cinétique d'une particule implique une rotation de celle-ci
ainsi que de son moment magnétique autour de ladirection du champ.

Ce mouvement, dit de précession, est comparable a celui d'un gyroscope,
qui, tout en tournant rapidement sur lui-méme, est animé spontanément d'un
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mouvement de rotation plus lent autour de la verticale, lorsque son axe est incliné par

rapport a celle-ci (figure 29)

< ]

—
B

Figure 29
Mouvement de précession d'un spin élémentaire ou d'une toupie.

Le champ magnétique agit sur le moment magnétique et le moment
cinétique de spin de la particule de la méme fagon que le champ de gravité agit sur la

masse et le moment cinétique de la toupie.

La préceis}on s'effectue 4 une vitesse angulaire @ répondant au produit
du champ magnétique Bo par le rapport gyromagnétique y selon la relation de Larmor

— —>
wo =y [lBoll

7.1.2.4. Notion générale de résonance

De nombreux systémes présentent un état lié a une périodicité

temporelle.



133

Les possibilités d'échange énergétique entre de tels systémes et un
agent extérieur nécessitent une concordance entre leur fréquence propre et donc
leur vitesse de rotation propre et une certaine périodicité de I'agent extérieur.

Ainsi, par exemple, pour amplifier le mouvement d'une balancoire, il
faut la pousser 4 la méme cadence que son propre balancement et non de facon

anarchique.

De méme, les vibrations d'un diapason accordé sur le "la" ne peuvent
exciter dans une gamme de diapasons que celui donnant également le “la".

C'est cette nécessité de congruence entre la fréquence du systéme
receveur et celle de I'agent extérieur que |'on traduit par la notion de résonance.

L'interaction entre deux systémes en résonance est caractérisée par

deux phénomenes :

e un échange d'énergie entre les deux systémes qui peut d'ailleurs
s'effectuer alternativement dans un sens et dans |'autre

¢ une variation de l'intensité i des échanges énergétiques en fonction
de la difféerence entre les fréquences W1 et W2 des deux systémes qui interagissent.

L'échange est maximal pour (01 =2, maisest encore important pour des valeurs de (W1
et W2 treés voisines mais non identiques. Cette particularité est due au fait que chacun

des deux systémes est caractérisé non pas par une fréquence unique, mais par une
petite bande de fréquences d'une certaine largeur Aw®.

7.1.2.5. Résonance magnétique nucléaire

—>

Pour un noyau dont [ =1/2, l'interaction avec un champ magnétique Bo

fait effectuer au vecteur moment magnétique _ﬁ) du noyau un mouvement de
précession autour de la direction du champ magnétique appliqué Bo.

D'aprés la relation de Larmor, ce mouvemnet de précession est
%
caractérisé par sa vitesse angulaire Wo.:
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— =2 )
Wo =Y Bo ov Yest le rapport gyromagnétique, propre 4 chaque espece

nucléaire.

On donne le nom de fréquence de Larmor a la fréquence de rotation
correspondante, c'est a dire en ne conservant que les valeurs absolues, 4 la quantité

Vo définie par :
Vo =lwol
27

avec Vo =fréquence de Larmor
Wo = vitesse angulaire

Il en résulte que notre moment magnétique nucléaire soumis a Bo
effectue un mouvement de précession parallélement ou antiparallélement 4 Bo avec
une fréquence égale a :

Voz| ¥§8l

2n

avec | | :intensité du module du vecteur
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-
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‘Sxassafp~+\ pantiparalléle

Figure 30
Mouvements de précession des moments magnétiquesﬁ)d'un noyau
dont?= 1/2, placé dans-un champ magnétiquei_())
(d'aprés 46)
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a
Si nous créons un deuxiéme champ magnétique Bl dans le plan XY
_—)
perpendiculaire a Bo, le moment magnétique nucléaire se trouve également soumis a
I'action de ce champ. Plusieurs possibilités sont a envisager :

_a
1.Si la direction de Bl est fixe, 'interaction est pratiquement nulle : en
. . . 9 1
effet, puisque ﬁ)tourne avec une vitesse angulaire Wo, pour chaque valeur d'un angle

= . .
quelconque de rotation ¥, on a un effet de Bo sur ﬁ)égal et contraire a celui qui

correspond a l'angle ¥+ 180°.

2.5iBl est un champ tournant avec une vitesse angulaire W1 constante,
—
différente de @o, aprés un nombre de rotation suffisamment élevé, |'effet de Bl sur |_.1>

est nul.

3.La condition nécessaire et suffisante pour que le moment magnétique
- —
nucléaire soit constamment soumis a I'action de Bl et puisse étre influencé est que Bl
>
tourne avec une vitesse angulaire 5’1 qui soit identique 4 la vitesse angulaire We.

Cette condition est satisfaite en terme de fréquence lorsque Vi=Voce
—_
qui signifie qu'il existe une valeur bien définie de la fréquence de Bl qui exerce une
influence constante dans le temps sur le moment magnétique nucléaire.

On peut dire que i’oscille entre les positions pl et 2, symétriques par
R
rapport au plan X0Y de BI. Il y a résonance (figure 31) .
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e

FIGURE 31: PRINCIPE DE RESONANCE. EI tourne dans le plan XOY a la vilesse V1=VO.
ffoscille entre les positions pl et p2,
symeétriques par rapport au plan XOY de B1.
I1y a resonance.

Figure 31

Principe de résonance

Si par ailleurs, la mécanique quantique spécifie que le moment
magnétique d'un noyau donné, placé dansun champ magnétique, ne pourra prendre
qu'un nombre discret d'orientation a savoir (2 + 1), il y aura absorption ou émission

d'une quantité d'énergie bien définie entre les différents niveaux d'excitation.

-5 5 =
AE=pxBo =hVo ou h est la constante de Planck
I

ﬁ
Si nous irradions notre systéme, déja soumis a ['action de Bo, avec une
quantité d'énergie correspondant a |'écart entre les niveaux d'énergie voisins A E,



138

I'absorption de cette énergie peut faire passer les moments magnétiques nucléaires

d'un niveau 4 l'autre. On parle de transition entre les niveaux d'énergie.

Ainsi, dans le cas des noyaux de spin égal & 1/2, en fournissant au
-
systéme une énergie égalea | 2p’x Bol nous obtenons le passage de Etappelée énergie
parallele a la direction du champ magnétique Bo a E, énergie antiparallele avec

9
E*t- —Kx Bo
__)
E4= ﬁx Bo

C'est en terme d'énergie, le principe du phénoméne de résonance

magnétique nucléaire RMN.

L'énergie qui doit étre fournie peut aussi s'écrire

%
avec : AE: quantité d'énergie nécessaire a la transition

h : constante de Planck
V :fréquence de la radiation requise

les échanges peuvent s'effectuer dans les deux sens, c'est a dire qu'a
c6té d'une absorption de photon par le systéme champ-moment, il peut se produire un
phénomene d'émission stimulée, I'absorption étant le phénomene le plus probable (loi

de Boltzmann)

- —>
Lors de I'absorption, le moment pbascule de sa position formant avec Bo

I'angle le plus faible a la position formant l'angle le plus grand. Lors d'une émission

stimulée, on assiste au phénomene inverse (schéma tiré de 53)
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Figure 32

Echanges d'énergie entre une onde et le systéme champ-moment

En conclusion, le noyau de moment magnéthue u qui effectue un
mouvement de précessmn dans la direction de Bo avec ao =Y Bo et avec un niveau
énergétique E4 = - j.l X Bo soumis a un champ magnétique tournant Bl dans le plan
XOY et de fréquence V1 = Vo, peut absorber I'énergie deFl)et passer au niveau
Ev- —ﬁ X B?), en continuant son mouvement de précession avec le méme -(B; mais

—>
antiparallelement 2 Bo. On dit que le systéme nucléaire résonne en échangeant de

. -
I'énergie avec le champ B1.

L'absorption d'énergie qui a lieu dans ces conditions peut étre
enregistrée a l'aide d'un systéme récepteur et analysée.

Un spectrométre de RMN se composera donc :

1°) Dun aimant (électro-aimant, aimant naturel, aimant
superconducteur) qui produit un champ magnétique statique E; nécessaire a
l'orientation des moments magnétiques nucléaires, ou en terme d'énergie, nécessaire
a leur distribution sur les différents niveaux d'énergie permis.
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2°) D'un systeme (émetteur) capable de créer un champ magnétique B
tournant dans le plan perpendiculaire a la direction de Bo avec une fréquence Vi

appropriée pour permettre la transition des moments magnétiques nucléaires entre
les différents niveau d'énergie, c'est-a-dire une onde électromagnétique

3") D'un systéme (récepteur) capable de déceler I'absorption d'énergie

par le systéeme dans les conditions de résonance

En dehors des conditions de résonance, Wo z W1 et Vo z VI, le récepteur

ne fournit aucune réponse ou signal.

En cas de résonance o = w1 et Vo = V1, le récepteur révele l'absorption

d'énergie en fournissant un signal appelé signal de résonance.ou signal RMN.
7.1.2.6. €ffet des populations a I'échelle
macroscopique
Appliquons a présent les phénoménes que nous venons de décrire a un
systéme constitué par une seule espére nucléaire caractérisée par I =1/2 et formé par
N noyaux parunité de volume.
Si nous appliquons un champ magnétique Bo, les N moments pourront

individuellement présenter 2 orientations, a savoir paralléle et antiparalléle, a la
direction de Bo avec leur niveau d'énergie correspondant respectif.

N sera partagé en 2 sous-populations d'énergie respectivement :

o plus basse (N+) égalea- ux Bo et
o plus élevée (N-) égale a ux Bo

D'apres le principe de BOLTZMANN :

|Zx Bl
KT
e
N+ =cmmmmmeeee e
lﬁx Bof lﬁx Bol
KT - KT
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|TxBo |
- KT
e
¥ | F—— R ——— -
‘,“gBo ,ngﬁg'
KT - KT
e + e

avec K = constante de Boltzmann (1,38054x 1016 erg.degres 1)

T=température absolue

Par conséquent :

Ne - e2 |GxBol ~ 1+2 |ZxBol
N- KT KT

La population des noyaux se trouvant au niveau d'énergie le plus bas est
-
plus importante que ceux d'orientation antiparallele a la direction de Bo.

On peut en déduire la valeur du vecteur moment magnétique par unité
— —
de volume M (aimantation), orienté parall¢lement a Bo

—> - -
M= 2i MiN+-2Z UiN-

l
{
)
|

l I ﬁ)i antiparalleles
Vol

!

I

Magnétisation
- — —>
Bo i T L Ui paralleles M -2
T
Magnétisation des noyaux avec moment magnétique —ﬁet I =1/2 (d'apres
104)

-
On peut appliquer a M toutes les considérations relatives au momet
T e
magnétique [l dans le cas du noyau individuel.
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L'absorption d'énergie lors du phénomeéne de résonance peut étre
décelée par un récepteur et sera proportionnelle a la concentration de l'espéce

nucléaire.

L'évolution de l'onde d'excitation en fonction des variations de la
fréquence d'irradiation ou, ce qui est équivalent, des variations du champ

magnétique, constitue le spectre de RMN de I'espére nucléaire envisagée.

7.1.2.7. RMN a impulsions
7.12.7.1. Introduction

La méthode dite "a impulsions” est 2 ['origine des spectrométres RMN les
plus récents. Elle consiste a irradier ['échantilon avec des radiations dont les
radiofréquences sont situées dans l'intervalle des valeurs désirées, non en continu,

mais sous forme d'impulsations tres bréves

L'observation du syst¢me nucléaire est effectuée une fois la source des
radiofréquences éteinte, pendant le retour du systéme des moments magnétiques, qui,
durant la phase d'excitation. a subi la transition entre les différents niveaux

d'énergie, a son état initial.

Une analyse mathématique appelée transformée de Fourier, permet
d'obtenir le spectre RMN.

Cette méthode offre l'avantage d'une meilleure sensibilité et d'une

réduction considérable du temps nécessaire au balayage des spectres.
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7.1.2.7.2 Principe de la méthode

Les moments magnétiques nucléaires soumis a ['action d'un champ
ﬁ
magnétique Bo se distribuent sur 2I + 1 niveaux d'énergie séparés entre eux par une

différence d'énergie égale a :

- . >

AE -

:

T

La fréquence de radiation qui provoque la transition entre les niveaux

d'énergie, c'est adire qui produit le signal de résonance est :

Pour une population nucléaire N, nous rappelons que :

- >
New 1¢2 [HxBo
N- KT

Pour une valeur constante de Eg et T, les 2 populations sont en
équilibre. Si nous perturbons cet équilibre, en fournissant au systéme une quantité
d'énergie appropriée, nous modifions le rapport entre les 2 populations dans le sens
d'une augmentation de N-, d'une diminution de N+ et donc d'une diminution du
rapport, traduisant le passage d'un certain nombre de noyaux a un niveau

énergétique supérieur.

A l'arrét de I'excitation, le systéme retrouve son état d'équilibre initial
en cédant I'énergie absorbée. On parle de relaxation. Le systéme retrouve son rapport
N+/N- initial. Le systéme nucléaire peut céder ['excédent d'énergie a son

environnement (réseau).

Ce processus est caractérisé par un temps Tl appelé temps de relaxation

spin nucléaire-réseau ou simplement spin-réseau.

Par ailleurs, les moments magnétiques nucléaires qui se trouvent a deux
niveaux d'énergie différents peuvent interagir.
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Ainsi, par exemple. un noyau de niveau d'énergie supérieur peut céder

son excedent d'énergie a un noyau de niveau d'énergie inférieur. Ce faisant. les 2

noyaux se retrouvent respectivement au niveau énergétique ou se situait l'autre
noyau précédemment. Par conséquent, cet échange ne modifie pas le nombre total de

novaux dans les deux niveaux d'énergie. ni I'énergie du systéeme tout entier.

Ce phénomeéne se caractérise par un temps T2 appelé temps de

relaxation spin nucléaire-spin nucléaire . ou plus simplement spin-spin.
Appliquons ces données a I'aimantation M étudiée précédemment.

En présence d'un champ magnétique Bo appliqué a des noyaux de
spin = 1/2. M est différente de zéro et orientée parallélement a la direction de Bo.

Dans un systeme de référence X, Y, Z, ou la direction de Bo coincide avec
I'axe Z. nous pouvons décomposer M, grandeur vectorielle, en 3 composantes Mx, My,
Mz selon les trois axes de référence de notre systéme. qui auront respectivement pour

valeur :

Mx = 0, My =0, Mz = Mo.

La composante selon I'axe Z a une valeur constante qui représente la magnétisation a
I'état d'équilibre.

Considérons a présent le méme ensemble nucléaire par rapport 4 un
systeme de référence X', Y'. Z' tournant autour deZ = Z', avec X' et Y' perpendiculaires
entre eux et 4 Z', et tournant autour de Z' avec une vitesse angulaire o =Y Bo soit une

fréquence Vo = |yBo] (figure 33)
2N
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Figure 33
Magnétisation résultante dans un systéme de coordonnées tournantes
. —_>
avec une vitesse @o (d'aprés 46 et 53)

Dans ce nouveau systéme de référence, les moments magnétiques qui

tournentavec une fréquence
ﬁ
Vo = |yBol
2N

restent fixes puisque dans ce cas la fréquence de rotation sera la méme que celle des
axesX'etY',

—_
Le statisme des mouvements de précession autour de la direction de Bo
—
dans le systéme tournant de référence équivaut 4 une annulation du champ Bo. De ce
_
fait, la description du comportement de |'aimantation M peut ne pas tenir compte de

R
Bo.

Si I'on applique au systéme, pour un intervalle de temps bref t, un
—é

_)
champ magnétique B, aligné sur |'axe X' et tournant autour de Z' (et donc de Bo), avec

—> -

une vitesse angulaire @1 =00 et une fréquence VI = Vo, ce champ B1, fixe le long de
-

I'axe tournant X' car de méme vitesse de rotation, va imposer a |'aimantation M, un

— =
mouvement de précession par rapport a Bl. M s'écarte de l'axe Z = 2’ en formant un
angle ¥ pour se rapprocher de I'axe Y' (figure 34).
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Figure 34

Variation de I'aimantation résultante dans un systéme nucléaire soumis a

—
I'action d'un champ magnétique Bo et d'un champ

magnétique tournant Bi (d'apreés 46)

__>
Si nous appliquons le champ Bl pour un temps tp I'angle parcouru par
_—_)

la magnétisation M sera de :

8 = yIBlltp

— —_—
L'angle MoM est proportionnel a la durée de I'impulsion produite par Bl

—_—
Aprés interruption de ['impulsion (|B1] = 0), les composantes de la
—>

magnétisation M tendent & revenir a leur position initiale.

La composante MIz (composante longitudinale) tend a revenir a sa
valeur initiale Mz par un processus de transfert d'énergie ou de relaxation caractérisé

par une constante de temps T1 égale au temps de relaxation spin-réseau.
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La composante Mly tend 4 revenir a sa valeur initiale My = O par un
mécanisme de relaxation analogue caractérisé par une constante de temps T2
correspondant au temps de relaxation spin-spin.

s

Les décroissances dans le temps des composantes de la magnétisation M
peuvent étre mesurées et transformées par un calcul mathématique appelée
transformée de Fourier en un spectre relatif, tout a fait équivalent 4 celui obtenu en

RMN en onde continue.
La décroissance de I'aimantation qui suit une loi de sinusoide amortie de
facon exponentielle (notée FID) (free induction decay) est fonction de ['état du

systéme nucléaire étudié ; c'est pourquoi les spectres obtenus par transformation de
Fourier, seront différents pour un systéme solide et liquide (figure 35).

4a. - Ja.
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=
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Figure 33
Décroissance de la magnétisation résultante en fonction du temps pour
un échantillon solide (1a) et liquide (2a) et spectres correspondants
obtenus par transformation de Fourier (1b solide, 2b liquide)
(d'apreés 46)
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7.2. PARAMETRES PHYSIQUES DE (A
SPECTROSCOLIE PAR RESONANCE

MAGNETIQUE NUCLEAIRE
(spectroscopie RMN)

Le signal RMN est caractérisé par cinq parameétres principaux, a savoir :

¢ les valeurs des fréquences de résonance caractéristiques des différents

noyaux
¢ la constante de couplage spin-spin

¢ [e temps de relaxation longitudinale ou spin-réseau
¢ le temps de relaxation transversale ou spin-spin

¢ ['intensité des signaux

Nous allons briévement établir ['importance de ces différents parameétres
avant de décrire l'appareillage nécessaire a I'acquisition des spectres de RMN.

7.2.1. Fréquence de résonance caractéristiques des
différents noyaux

Des ¢léments différents (1H, 13C, I5F, 31P.) ou des isotopes du méme élément
(!H et 2H, !4N et I5N.) realisent des conditions de résonance pour des valeurs

différentes de la fréquence V.

Par ailleurs, pour un noyau donné, l'environnement électronique de la
molécule dans laquelle il est incorporé interfére "localement”, modifiant légérement
I'action du champ magnétique Eg appliqué au noyau. Cest le phénomene de
déplacemement chimique.
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La fréquence de résonance s'en trouvera de ce fait faiblement modifiée a son

tour :

Vo = lyBolx (1 ~5)
2N

O est la constante d'écran qui dépend de I'environnement moléculaire. Pour
les composés généralement étudiés, les valeurs de G sont aux environs de 10-3 On

exprime généralement le déplacement chimique en partie par million (ppm) par

rapport a la fréquence de référence.

Il en résulte que méme des isomeéres d'une méme molécule, du fait d'une
difféerence de constante d'écran, vont avoir des fréquences de résonance différentes.

Le déplacement chimique peut étre exprimé en ppm rappotées a un étalon de
référence qui pour le 31P est I'acide phosphorique H3P04 ou la PCr.

7.2.2. Constante de couplage spin-spin

Soient 2 noyaux, respectivement notés A et B, présents dans la méme molécule,

caractérisés tous deux parun spin [ = 1/2.

—>
Sous ['action d'un champ magnétique Bo, les moments magnétiques de A et de B

—>
peuvent s'orienter parallélement ou antiparallélement a la direction de Bo.

Ainsi, le moment magnétique de A peut exercer un effet positif ou négatif sur

larésonance de Ben fonction de ses orientations possibles (figure 36).

A B
a) ) f
b 1 ! | Bo
o | )
d l
Figure 36

Orientations possibles des moments magnétiques nucélaires de deux
noyaux A et B de spin = 1/2, dans la molécule A-B.
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Il en résulte que le noyau B présentera donc, non plus la fréquence de
résonance "attendue”, mais une premiére fréquence de résonance plus élevée et une

seconde fréquence de résonance plus basse.

L'écart entre les deux raies de résonance, exprimé en Hertz, est appelé

constante de couplage spin-spin et mesure l'interaction des deux noyaux.

Cette propriété est utilisée si I'on dispose des spectres de trés haute résolution
pour déduire, griace aux informations fournies par cette constante de couplage spin-
spin, non seulement l'identité des molécules étudiées, mais encore leur structure
précise, ce qui est particuliérement intéressant en chimie, biochimie ou en

pharmacologie.

7.2.3. Temps de relaxation

¢ T| ou temps de relaxation spin-réseau

¢ T2 ou temps de relaxation spin-spin

Nous avons déja présenté ces parametres dans la section consacrée a la RMN a
impulsion. Ces temps caractérisent les phénomeénes de relaxation. Ils sont liés 4 la

nature méme du milieu.

En général, plus la mobilité moléculaire est faible, plus le temps de relaxation

est court.

Ainsi, dans un fluide, les temps de relaxation sont nettement plus longs que

dans les solides.

Cette propriété est intéressante pour déterminer la localisation d'une molécule
au sein d'un tissu et pour suivre I'évolution physiologique ou pathologique d'un tissu

en fonction du temps.

Par ailleurs, le temps de relaxation spin-spin T2 est trés important en
spectroscopie RMN 3!P car la décroissance de I'aimantation dans le plan XY, et donc
I'amortissement par rapportau temps du FID enregistré, dépendent étroitement de T2.
Ceci a d'importantes conséquences sur la nature des molécules que la RMN 3IP peut

étudier.
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En pratique, dans les milieux biologiques, les valeurs rencontrées pour T1 sont
de plusieurs centaines de millisecondes et pour T2 de quelques dizaines de
millisecondes seulement. Ainsi, la décroissance de Mxy est beaucoup plus rapide que la

restauration de Mz.

7.2.4. Largeur des pics

Aprés transformation de Fourier, au niveau du récepteur, les signaux obtenus

acquiérent une représentation spectrale sous forme d'un (ou de plusieurs) pic(s).

Chaque pic, qui regroupe les signaux des noyaux ayant des fréquences de
résonance commune, présente une surface proportionnelle au signal émis par ces
noyaux, et donc 4 leur concentration dans ['échantillon étudié.

Par ailleurs, étant donné la perte de cohérence des spins a l'arrét de l'onde
électromagnétique de stimulation, ce dont témoigne T2, il n'existe pas une
homogénéité parfaite des fréquences de résonance des noyaux a l'origine d'un méme

pic.

C'est pourquoi, il est recueilli pour un pic donné, non pas un seul vecteur
correspondant & une seule fréquence de résonance,mais une "enveloppe” de petits
vecteurs a fréquence de résonance trés proche, ce qui explique la largeur des pics
observée dans le spectre. On parle de largeur naturelle. Cette largeur est également le
fruit de 'inhomogénéité du champ magnetique_B_g.

Cette propriété étroitement liée a T2 a des implications pratiques considérables.
Ainsi, la relaxation est profondément affectée par la mobilité moléculaire. Une
diminution de mobilité induit un raccourcissement de T2, ce qui a pour conséquence
une largeur de pic accrue. De ce fait, le signal obtenu a partir d'atomes de 31P
appartenant a de volumineuses molécules (ADN, protéines..) produit des pics de
largeur si importante qu'ils ne peuvent étre mesurés par les techniques de

spectroscopie RMN habituelles.

Pour la méme raison, la majeure partie de I'ADP, liée a l'actine , n'est pas

mesurable par cette technique.
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L'ensemble de ces considérations nous permet de définir le profil des molécules
que la spectroscopie RMN 3!P permet d'appréhender. Il s'agit de molécules :

¢ de poids moléculaire relativement bas
¢ présentes dans la cellule en solution libre
¢ présentes a des concentrations suffisantes (millimolaires pour le moins).

Ainsi, dans le cas du muscle squelettique peuvent étre étudiés I'ATP, la

phosphocréatine, les phosphates inorganiques, certains oses phosphates et

occasionnellement des phosphodiesters.

7.3. SPECTROMETRES RMN

Selon leurs caractéristiques techniques et leurs possibilités d'application, on

distingue :

¢ des spectrométres RMN haute résolution (étude des solutions)
¢ des spectrometres RMN moyenne résolution (RMN in vivo)

Les deux variétés de spectrometres peuvent étre du type

¢ 3 onde continue

® par impulsion

7.3.1 Les spectrométres RMN haute résolution

Ils sont utilisés pour mesurer les déplacements chimiques, les constantes de
couplage, le temps de relaxation sur des échantillons de faible dimension (14 2 cm3 de

volume) en solution. IIs présentent la caract_é_gis_t)ique d'utiliser un champ magnétique
dont I'homogénéité, donnée par la valeur & Bo/Bo est de I'ordre de 10-8

Grace a ['utilisation récente d'aimants "supraconducteurs” générateurs de
champs magnétiques trés intenses (plus de 100 000 Gauss) et d'une trés grande
homogénéité, le pouvoir de résolution a été majoreé, offrant des gains considérables de
sensibilité : ces instruments permettent d'analyser des concentrations nucléaires tres
basses (jusqu'a 10-3 molaire pour le proton) d'ou I'utilisation de cette technique pour
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analyser non seulement les tissus, les lignées cellulaires, mais aussi les divers

constituants individuels : protéines, sucres, phospholipides...

A ['échelle moléculaire, on peut obtenir des informations sur les noyaux
individuels présents et donc sur la structure des molécules. On peut aussi déterminer
des parametres biochimiques tels les mécanismes de réaction et les parametres
cinétiques et thermodynamiques.

7.3.2. Les spectrométres RMN moyenne
résolution pour les études "in vivo"

Ils utilisent des champs magnétiques d'intensité inférieure et de ce fait une
e d
fréquence d'irradiation plus faible. L'homogénéité du champ magnétique Bo est
inférieure.

IIs sont employés pour mesurer les temps de relaxation Tl et T2 et les

concentrations des espéces nucléaires.
Les spectrométres d'imagerie RMN appartiennent également a cette catégorie.

Grace a la mesure des temps de relaxation, ces instruments permettent d'étre
renseigné sur la concentration des espéces nucléaires étudiées et sur leur dynamique

moléculaire.

7.4. RMN du 31P
AVANTAGES DE CETTE SPECTROSCOPLIE

7.4.1. Sensibilité intrinséque

Le noyau 3!P, dont I'abondance naturelle est de 100 % est I'isotope commun du
phosphore présent dans la matiére vivante.

Bien que de sensibilité inférieure au proton du point de la vue de la RMN (6 %

de celle-ci a champ constant), il présente un intérét majeur. En effet, présent dans un
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nombre restreint de composés cellulaires et tissulaires, & des concentrations

supérieuresa une demi millimole, il est facilement étudié par cette technique.

D'autre part, les composés phosphorylés jouent un réle primordial dans
I'économie des cellules et des tissus. Leur étude permet non seulement d'identifier ce
tissu, mais encore et surtout d'étudier son métabolisme. L'organe, le tissu, la cellule
demeurant intacts durant la durée de I'observation, la RMN permet d'appréhender les
cinétiques mémes de ces réactions métaboliques.

7.4.2. Gammme de déplacement chimique - Résolution

Les résonances des composés phosphorylés d'intérét biologique sont dispersées
sur une gamme d'environ 40 ppm, c'est-a-dire 4 fois plus étendue qu'en RMN du
proton (20) ce qui améliore la résolution spectrale des signaux de métabolites de
structure voisine.

7.4.3. Simplicité des spectires

Les noyaux de 31P présents au sein des molécules biologiques sont en nombre
toujours tres limité par rapport aux autres noyaux. Comme par ailleurs les couplages
homonucléaires (phosphore-phosphore) et hétéronucléaires (phosphore-proton)
sont rares et facilement interprétables, les spectres résultants se réduisent souvent a
une raie unique ou 4 un nombre limité de raies dont le déplacement chimique est
caractéristique d'un métabolite donné.

7.4.4. Sensibilité a I'environnement
7.4.4.1. pH local

Le phosphate inorganique P043- présente une fréquence de résonance
dont le déplacemnet chimique est fonction du pH.

pH=pKa+logol—-¢
6l - 02
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avec ol =déplacement chimique de la forme ionisée H2P04~
02 = déplacement chimique de la forme ionisée HPO42-
0 = déplacement chimique observeé

On peut donc tracer une courbe de titration

o = f (pH) d'un groupement phosphate (20, 172, 188, 204)

Ainsi, a l'aide d'une courbe de référence peut-on déterminer le pH
apparent du milieu environnant le phosphate étudié (par ex. pH, d'une cellule, d'un
tissu)

7.4.4.2. Chélation avec les ions métalliques

La présence de certains ions (force ionique) est reflétée par des
modifications spécifiques des positions des résonances des groupements phosphates.

Ainsi, par exemple, pour I'ATP, peut-on reconnaitre ['existence d'une
complexation du Mg ++ sur le phosphate en position B et calculer la proportion d'ATP
complexé (20, 172)

7.4.5. Sensibilité a 1a conformation

La structure fine des résonances des noyaux de phosphore est déterminée par

des couplages homonucléaires et hétéronucléaires stéréosensibles (20).

Latres grande sensibilité de la valeur du déplacement chimique en fonction de
I'angle (0-/P?0) et de ses déformations éventuelles permet d'identifier des distorsions
conformationnelles discrétes au moment de la formation de complexes ou de la fixation
de métabolites phosphorylés sur des structures subcellulaires (20).

7.4.6. Paramétres de relaxation

Les mécanismes de la relaxation des noyaux de phosphore dans les composés
phosphorylés sont complexes et font intervenir une contribution due a |'anisotropie
de déplacement chimique (20)
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Les temps de relaxation demeurent sensibles a la mobilité et a
I'environnement. On observe ainsi des largeurs de raie des signaux treés variables,
reflétant des degrés de mobilité nettement différents. Cette situation est tres
avantageuse, entrainant une simplification des spectres ainsi réduits aux seuls
signaux des meétabolites phosphorylés libres ou faiblement liés et s'échangeant

rapidement avec I'ensemble des métabolites libres.



TEMPS RMN REPOS ZXC1-2 EXC 3-4 EXC5-6 EXC 7-8 | EXC9-1¢C REC1 REC 2 REC 3-4 REC5-6 XEC 7-8 | FEC 9-10
VARIABLES

7,145 6,928 6,779 6,905 6,975 7,011 6,985 7,060 7,065 7,072 7,102 7,067
PH +0,041 +0,061 +0,092 +0,076 +0,058 +0,042 +0,068 +0,081 +0,097 +0,076 +0,096 +0,051

15,038 4,193 3,643 3,574 3,199 3,356 5,376 12,686 10,995 15,178 15,884 15,697
PCr/Pi +3,978 +1,113 +1,061 +1,055 +1,046 | *1,169 +1,937 | £11,034 | 2,228 17,52 16,636 +2,653

0.933 0.797 0,768 0.765 0,743 0,750 0,829 0.899 0,914 0,928 0,931 0,939
PCr/(PCr+Pl) | +0 020 | +0,052 | +0,077 | +0,076 | 0,078 | +0,079 | +0,047 | +0,040 | +0,016 | +0,024 | +0,025 | +0,010

3,108 2,553 2,364 2,602 2,712 2,632 2,933 2,832 3,089 3,251 3,076 3,172
PCr/ATP +0,338 | +0,392 | +0,407 | +0,264 | +0,442 | +0,194 | +0,334 | +0,258 | 0,430 | +0,253 | +0,371 +0,282

0,043 0,146 0,251 0,259 0,224 0,200 0,144 0,091 0,088 0,100 0,058 0,063
PDE/ATP +0,032 | +0,067 | 10,113 | +0,091 | 40,098 | +0,118 | +0,070 | +0,069 | +0,071 | +0,079 | +0,041 | +0,030

0,220 0,645 0,721 0,825 0,947 0,905 0,614 0,325 0,292 0,255 0,231 0,208
Pi/ATP +0,055 | 40,169 | +0,306 | +0,361 | +0,361 | +0,381 | +0,207 | +0,140 | 0,070 | 0,093 | +0,096 | +0,045

0,061 0,092 0,065 0,065 0,106 0,108 0,095 0,090 0,158 0,135 0,122 0.120
Pm/ATP +0,030 | +0,067 | +0,040 | +0,051 | +0,094 | +0,119 | 40,100 | +0,074 | +0,074 | +0,069 | +0,090 | +0,040

ANNEXE 1: RESULTATS DES DIVERSES VARIABLES OBTENUES EN SPECTROSCOPIE RMN DU

PHOSPHORE 31 DANS LE GROUPE TEMOIN




TEMPS RMN REPOS EXC 1-2 EXC 3-4 EXC $-6 f EXC 7-8 [EXC9-10 REC 1 REC 2 REC 3-4 REC5-6 REC 7-8 | REC 9-10
VARIABLES

7,048 6,873 6,650 6,802 6,938 7,025 6,928 7,002 6,973 6,994 7,009 6,980

PH £0047 | 0060 | 0,108 | 0,076 | +0068 | +0064 | 0,057 | £0,039 | +0061 | +0056 | 0,051 | £0,076
|
_ _ | R D R
, 11,141 | 3399 | 2884 | 2772 | 2527 | 2501 | 3656 | 50980 | 6740 | 7,005 | §646 | 9,586
PCr/pi +3325 | £0,762 | +0,764 | 0580 | £0463 | £0,456 | +0,792 | £2506 | +1,042 | £1,803 | +1,708 | £2,767

0,013 | 0,766 | 0,735 | 0720 { 0712 | 0710 | 0,780 | 0845 | 0866 | 08383 | 0803 | 0899

PCr/(PCr«P | 10018 | +0,037 | 0,040 | 0037 | +0038 | 0035 | +0,033 | +0034 | 0017 | 0026 | +0019 | 0026

e 3111 2,448 | 2512 | 2500 | 2816 | 2682 | 2025 | 2997 | 3368 | 3353 | 3230 | 3305
PCP/ATP 1 40278 | $0,202 | 20,316 | +0,324 | +0265 | +0,433 | 0,404 | £0,466 | +0,447 | 10,433 | 10,354 | 0,478 |
J !
- . “_._ . S R IS
Sbe/ATP 0,053 | 0255 | 0377 | 0,396 | 0,296 | 0,303 | 0,221 0,152 | 0,147 | 0119 | 0,115 | 0,113 |

£0,029 | £0,072 | #0069 | 0,072 | #0,078 | 0,103 | #0,060 | 0,083 | #0071 | +0,068 | 20,043 | #0054 |
s

1

- 0,301 0,755 | 0,910 | 0978 1,068 1,106 | 0,841 0550 | 0513 | 0450 | 0,386 ’ 0,382
il +0,076 | 0,185 | 0,178 | 0,218 | 0,197 | +0,246 | £0,227 | 0,148 | +0,104 | £0,132 | 0,074 0,118
e

0,061 0,128 | 0,097 | 0,102 | 0146 | 0,143 | 0,142 | 0166 | 0,181 0,193 | 0,151 0,169

PM/ATP

+0,076 | 0,170 | 0,107 | £0,129 | £0,121 | £0,104 | 0,080 | 0,119 | £0,098 | +0,163 | £0,132 ' +0,097

ANNEXE 2: RESULTATS DES DIVERSES VARIABLES OBTENUES EN SPECTROSCOPIE RMN DU
PHOSPHORE 31 DANS LE GROUPE HYPO 2§



ANNEXE 3: RESULTATS DES DIVERSES VARIABLES OBTENUES EN SPECTROSCOPIE RMN DU

PHOSPHORE 31 DANS LE GROUPE HYPO 4S

|
TEMPS RMN REPOS EXC 1-2 EXC 5-6 EXC 7--8 EXC 9-10 REC 1 REC 2 RECS-6 REC 8-10 %
VARIABLES L : _ ~ N i
} 7,065 6,378 6,709 6,884 6,954 6,935 6,920 6,952 6,989 ;
P +0,042 | 0,117 +0,082 | 0,081 | 0,076 | 0,062 | 0,070 +0,049 +0,060 |
!
o /p 12297 | 3,174 2,686 2,650 2609 3,879 5,001 8,162 9,151 |
roe +1,857 | +0,325 +0,314 | +0,501 | +0,452 | 20911 | £1,310 +3 069 2,293 |
. __ . e
D (PCrepi 0,923 0,759 0,727 0,722 0,718 0,787 0,827 0,883 0,896
Cr/(PCr+Pi) 0011 | 0,020 0,023 | +0,717 | 0,036 | 0,044 | 20,028 +0,025 +0,024 |
_ L . __§
oCrs ATP 3,491 2,093 2,053 3,169 2972 3537 3,681 3,855 3948 |
r +0,328 | +0,320 +0453 | 0,366 | 0,361 | +0,632 | 20,708 0,419 0,426 |
et
DE/ATE 0,083 0,346 0,499 0,466 0,397 0,349 0,293 0,161 0,131 |
PDE/A +0,068 | £0,102 £0,116 | 0,103 | 20,100 | 20,130 | 0,164 +0 073 +0,077
AT 0,291 0,950 1,104 1,219 1,164 0,962 0,775 0516 | 0,456
Pi/ATP +0,055 | 0,111 +0,152 | £0,196 | +0,188 | +0,270 | 0,224 0,135 | +0,111
o/ AT 0,039 0,088 0,056 0,074 0,123 0,102 0,149 0,165 | 0,093
m/ATP +0,024 | +0,059 +0,059 | 0,042 | 0,094 | 0,076 | 0,064 +0,055 | +0,055
B - = _ .




_ Ry s e P,
TEMPS RMN REPOS EXC 1-2 EXC 3-4 EXC 5-6 EXC 7-8 |EXCG-10 REC 1 REC 2 REC 3-4 RECS-6 | REC 7-8 ‘ REC 9-10 ‘
|
|

]

VARIABLES | N 1_
!
|

; 7017 | 685 | 6603 | 6706 | 6873 | 6975 | 6943 | 6945 | 6952 | 6977 | 6045 | 7,021
H +0,067 | +0,086 | 0,144 | 20,121 | 0,083 | 0,055 | 0,040 | +0,051 | 0,068 | +0,004 | 0,085 | +0,071
|
| R o _
, 11,015 | 3271 2808 | 2898 | 2662 | 2545 | 3,163 | 4736 | 6497 | 6008 | 7,710 | 7,863
PCr/pi £4332 | #0605 | £0773 | £0,770 | #0588 | 0,606 | $0576 | £1,104 | #1768 & 21502 | 2334 | #1773
0915 | 0,757 | 0,730 | 0731 0,717 | 0708 | 0754 | 0817 | 0859 | 0868 | 0878 | 0,883

PCr/(PCr«PI) | 10022 | 0,055 | +0,060 | 0,005 | +0062 | +0,063 | 0039 | +0,045 | +0,032 | +0 ) )

; 3,251 2575 | 2656 | 2509 | 2,755 | 2578 | 2,750 | 3,027 | 3,143 | 3342 | 3257 | 3,309

Cr/ATP 1 40238 | +0,283 | +0477 | +0,342 | +0296 | +0,437 | +0,328 | +0616 | +0527 | +0551 | 0613 | +0289

0,112 | 0326 | 0458 | 0430 | 0,421 0365 | 0,331 0234 | 0218 | 0,096 | 0,187 | 0,145

POE/ATP | 40,060 | £0,079 | 0,160 | 0,101 | 0,149 | 0,114 | 0,105 | 0,104 | +0,096 | 0,080 | 0,106 | 0,075
AT 0,298 | 0,852 1,017 | 0,960 1114 1092 | 0912 | 0694 | 0533 | 0506 | 0,452 | 0,442 |

PIZATP +0,073 | +0,325 | 20,441 | 0437 | £0389 | +0,430 | 0,264 | £0265 | 20201 | +0,128 | £0,140 | 20,102
. 0,053 | 0,129 | 0084 | 0,115 | 0,155 | 0,116 | 0,152 | 0,119 | 0,145 | 0,155 | 0,130 | 0,099 "
Pm/ATP 1 0,035 | 0,079 | 0,073 | +0,095 | 0,100 | #0,003 | #0,072 | #0,087 | +0,068 | 0,117 | +0,070 | 0,048
|

ANNEXE 4: RESULTATS DES DIVERSES VARIABLES OBTENUES EN SPECTROSCOPIE RMN DU

PHOSPHORE 31 DANS LE GROUPE HYPO 65
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Dins une étude spectroscopique 31P~-RMN, nous avons étudié, in vivo, ]z inuscle ¢
syuelettiyue de 4 groupes de rats : 3 groupes de 12 rats rendus hypothyroidiens par l'w:tministrat
de provyithiouracile pendant respectivement 2, 4 et 6 semaines et 1 groupe de rits témof
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Au repos, les rats hypothyroidiens présentaient une acidose musculaire plu« pronongse
I'erfort, nous constations chez les rats intoxiqués, une consommation sensiblement supérictyt:
phosphocréatine et vraisemblablement d'ATP, ainsi que la producticun de phosphodiesters
signification encore hypothétique. Lors de la récupération, la régénération de la phosphocréatine ¢
considérable.nent ralentie par rapport au groupe témoin.

L'ensemble de ces constatations fait évoquer une altération des phosphorylations oxydatiy
ce qui nous incite a considérer la myopathie hypothyroidienne comme une myopatkic mitochondr
acquise, d'installation précoce, puisque nous observons les principaux stigmates sn:ciroscopiq
dés 2 semaines d'intoxication par I'antithyroidien de synthese.
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