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RESUME

La prévalence de I'obésité est en constante augi@midans les pays occidentaux, en raison
d’'une sédentarisation accompagnée d’une alimentati@alsaine. L’obésité est souvent
associée a une dysfonction endothéliale et a uqueisathérogéne éleve. Plusieurs
observations cliniqgues ont montré que la modifaratdlu mode de vie, incluant la pratique
réguliere d’'une activité physique et I'adoption m’'mode alimentaire sain, représente une
stratégie efficace pour combattre I'obésité etcsmmplications cardiovasculaireSependant,
de nombreux mécanismes précisant les effets thétigpes directs de I'exercice physique sur
le risque athérogene lié a I'obésité sont encargetaent inconnus. Le but principal de ce
travail a donc été d’identifiegn utilisant un modele de rat rendu obese par gimegenrichi

en graiss, les mécanismes athéro-protecteurs de I'exeptigsique seul et/ou associé a une
modification du régime alimentaire (du régime riol®e graisse au régime standarmdps
résultats montrent que I'exercice physique, inddpemment de la diete utilisée, corrige la
dysfonction endothéliale installée au cours ded%te. Cet effet bénéfique a été associé a une
diminution du stress oxydatif au niveau vasculake. effet, nos résultats indiquent que
I'exercice diminue lactivité de la NADPH oxydase aniveau aortique. De plus, nous
montrons pour la premiére fois que I'exercice physi seul, indépendamment de la diéte
utilisée, est capable de moduler la translocatienlad sous-unité de la NADPH oxydase
p47"°% (principal acteur dans I'activation de ce complexgymatique) vers la membrane.
Nos résultats indiquent également que I'exercicgsigjue, avec ou sans modification du
régime, améliore la voie Akt/eNOS phosphorylée, ggugnt une augmentation de la
production du NO. Ainsi, I'exercice physique, mésens l'associer a un changement du
mode alimentaire, peut étre considéré comme uraégie non-pharmacologique efficace

pour le traitement du risque athérogéne généréqgeasite.

Mots clés: Obésité, Thérapeutique, Exercice, NADPH oxydAs&&eNOS phosphorylée
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ABSTRACT

The prevalence of obesity is increasing at an ataymatein the western countries. It has
been attributed to sedentariness and abundanagheflihy food. Obesity is often associated
with endothelial dysfunction and a high atherogeisk. Several clinical investigations have
reported that life style modification included piogd exercise and the adoption of healthy
diet was anefficient strategy to combat cardiovascular congtians linked to obesity.
However, numerous mechanisms by which exercisetexiee direct therapeutic effect on
atherogenic risk linked to obesity are still unkmowlsing the experimental model of high fat
diet-induced obesity rat, the general aim of thiglg, was to identify the possible molecular
mechanisms through which exercise with or withaet dhodification (high fat to standard
diet) exerts an antiatherogenic action. Our resslisw that exercise independently of diet
used, corrected the endothelial dysfunction indubgdobesity. This benefit effect was
associated with the decreased vascular oxidatikessst In effect, our results show that
exercise alone was able to decrease NADPH oxidaBatyin aortic tissue. Furthermore, we
show for the first time that exercise, independemtiet used, was able to modulate the
translocation of p#7°subunit to membrane (which plays a pivotal rol&ihDPH oxidase
activation). Ours results show also, that exeraigh or without diet modification improves
the Akt/eNOS phosphorylation pathway, suggestirg éxercise increases NO production. In
summary, exercise training even without diet maediion, may be a non-pharmacological

strategy treatment for atherogenic risk linked thesty.

Key words: Obesity, Therapeutic, Exercise, NADPH oxidaset/é&{OS phosphorylation
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GLOSSAIRE

Ag ll: angiotensine Il

ARNmM: acide ribonucléique messager

AVC : accidents vasculaires cérébraux
BH4: tétrahydrobioptérine

BK: bradykinine

C&™: calcium

CRP :protéine C-RéactivéC-reactive protein)

EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de I'endatimél (Endothelial derived hyperpolarizing
factor)

ET-1: endothéline-1
FAD : flavine adénine dinucléotide
FMN : flavine mononucléotide
GLUT4 : transporteur membranaire du glucose-4
GMPc : guanosine monophosphate cyclique
HDL : lipoprotéine de haute densitdigh Density Lipoprotein
HOMA-IR: Homeostasis model assessment of insulin résistance
ICAM-1: molécule d’adhésion intracellulaire-thiercellular adhesion molecule}1
IL-6: interleukine-6
IMC : Indice de masse corporelle
IP-3: Inositol triphosphate
IR : Récepteur de l'insulingr(sulin receptor)
IRS-1:substrat du récepteur de l'insulibdinsulin receptor substrate}1
JNK: c-Jun-N-terminal kinase
L-NAME: N-nitro-L-arginine methyl ester
LDL : lipoprotéine de basse densitéo Density Lipoprotein
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MAP kinases: protéine-kinase activée par les mitegédMitogen-activated protein kinase
NADPH: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NO: monoxyde d’azotenftric oxide

NOS: NO synthasenitric oxide synthase

Nox: NADPH oxydase

oxLDL : LDL oxydés

PAI-I: Inhibiteur de l'activateur du plasminogénePlaSminogen activator inhibitor)1l
PDK: phosphatidylinositol-dependent kingpaosphoinositide-dependent protein kinase)
PGL: prostacycline

P1-3 kinase: phosphatidyl-inositol -3- Kinagdosphatidylinositol 3-kinase)

PKB/ Akt: Protéine kinase B

PKC: protéine Kinase C

PKG: protéine Kinase G

ROS:Espece réactive de I'oxygé(RReactive oxygen species)

sGC: Guanylate cyclase soluble

Shear stress: forces de cisaillement

SNP : nitroprussiate de sodium

SOD: superoxyde dismutase

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances

TNF-o : facteur de nécrose tumoraleufmor necrosis factos)

tPA: activateur tissulaire du plasminogefésgue plasminogen activator)

TXA2: thromboxane A

VCAM-1: molecule d’adhésion vasculaireAlascular cell adhesion molecile

VEGF : facteur de croissance de I'endothélium vascul@ifascular endothelial growth
factor)
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Introduction

L’obésité est devenue la premiere maladie « inflamome » non infectieuse de I'histoire de
I’humanité. C’est une véritable épidémie, qui fragussi bien les pays industrialisés que les
pays en voie de développement. Selon les dernéstesations de I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS), 1,6 milliards d'adultes de plud8ens seraient en surpoids, et 400 millions
seraient obéses (OMS, 2005). Il est prévu que,i @15, ces nombres passeront
respectivement a 2,3 milliards et 700 millions.Rrance n’échappe pas a ce fléau : selon la
derniere enquéte épidémiologique ObEpi Roche (2@H9gstime que 31,9% des francais de
plus de 18 ans sont en surpoids, et 14, 5% soisesb&ur une période de 12 ans (entre 1997
et 2009), le poids moyen des francais adultes anaotg d’environ 3,1 kg (ObEpi Roche
2009). La prise en charge de I'obésité par lesegyss d’assurances maladies représente un
co(t financier trés important. En plus des consége® sociales et psychologiques
gu’engendre cette pathologie, elle représente aussisque majeur de développement des

maladies cardiovasculaires.

Les 20 dernieres années ont été marquées paarita@p d'un concept nouveau appelé
syndrome métabolique. Cette condition est cara&émpar un ensemble de facteurs de risque
de développer une maladie cardiovasculaire et/ouliabéte de type 2, incluant l'obésité
abdominale, les dyslipidémies athérogenes, I'ngpsron artérielle et l'insulinorésistance.
D'autres anomalies peuvent également étre présemesnment un état pro-inflammatoire
Ou encore un état pro-thrombotique, une dysfonatimatothéliale, une microalbuminurie, une
stéatose hépatique ou un stress oxydatif élevée(dlbt coll., 2005 ; Grundy et coll., 2005).
Associé a un risque accru de diabéete et de malachediovasculaires, le syndrome
métabolique est désormais considéré comme l'unphlessimportants problémes de santé
publique de notre époque. Bien que multifactorjeés causes les plus souvent évoquées

pour expliqguer I'émergence de I'obésité/syndrometaim@ique sont une prédisposition

13



Introduction

génétique associée a un mode de vie «inadapté kgscerreurs alimentaires occupent une

place majeure, et ou I'inactivité physique s’insdans nos habitudes journalieres.

Ainsi, les pouvoirs publics placent aujourd’hainfiélioration des habitudes de vie au
coeur des stratégies préventives, qu'il s’agisséaderise en charge de l'obésité et/ou du
syndrome métabolique. Toutefois, les habitudesealtaires dépendent de plusieurs facteurs
comme la culture, les traditions ou encore le niveacio-économique et intellectuel des
individus. L’enquéte épidémiologique ObEpi Roch@(®) a constaté qu’il y a une différence
au niveau de la prévalence de I'obésité selondéepsion. Par exemple, de 1997 a 2009, la
prévalence de I'obésité a augmentée de 82% damslieas ouvrier, contre 37,9% chez les
cadres (ObEpi Roche 2009). Ceci reflete un comstaveau: I'alimentation saine devient de
plus en plus chére, et le changement des habitalifeentaires, surtout dans les milieux
defavorisés, demeure difficile a atteindre a loegne. Cependant, la stratégie visant a
combattre I'obésité et ses complications par I'eier physique demeure moins onéreuse, et
plus appropriée. En effet, il a été démontré garel’cice physique régulier est une stratégie
efficace dans la prévention des facteurs de riscprdiovasculaire liés a I'obésité et au
syndrome métabolique, en plus d’améliorer la géalié vie des patients (Gill et Malkova,

2006).

D’autre part, dans la majorité des études clirsgpertées a notre connaissance, les
programmes de réentrainement et de rehabilitathmz ¢es sujets obéses avec des risques
cardiovasculaires sont souvent associés a des aseswygieno-diététiques (restriction
calorique, modification de la diéte, arrét du tabpet/ou a des traitements pharmacologiques
(hypoglycémiant, hypocholestérolémiants, anti-higreseurs) (Roberts et coll., 2006 ; Tjgnna
et coll., 2008). Ainsi, il est désormais difficie distinguer la contribution thérapeutique
directe de I'exercice seul. De plus, les mécanisoadisilaires et moléculaires, par lesquels

I'activité physique exerce un effet bénéfique, caanoent a peine a étre identifiés.
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Introduction

C’est pourquoi dans la présente thése, I'objgéiféral est, dans un premier temps, de
distinguer la contribution thérapeutique exactel'deercice seul, de la diete seule ou de
'association des deux sur les risques cardiovasesl générés par I'obésité, elle-méme
induite par un mode de vie «inadapté » (Sédeéatatitrégime hyperlipidique). Dans un
deuxieme temps, nous identifions les mécanismes2aulaires par lesquels I'exercice
physigque et/ou le changement de la diete exercentdle thérapeutique contre le risque
cardiovasculaire. Nous supposons que la diminudiorstress oxydatif pourrait expliquer en

grande patrtie I'effet thérapeutique de I'exercitfewela modification de la diete.

15
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Revue de la littérature

CHAPITE | : OBESITE ET RISQUES CARDIOVASCULAIRES

1. Les facteurs de risque cardiovasculaire de I'obégtavec ou sans syndrome

métabolique

L'obésité, notamment intra-abdominale ou viscéralan effet délétere sur plusieurs
voies métaboliques, menant ainsi au développeneptusieurs pathologies comme certains
types de cancers, certaines anomalies respiratoeesologiques et orthopédiques, mais plus
particulierement sur l'incidence des maladies oaaiculaires et du diabéte de type 2. En
effet, 'obésité, surtout quant elle est intra-aindwale, représente un facteur de risque majeur
dans l'apparition du syndrome métabolique. SelonNk&tional Cholesterol Education
Program ameéricain (NCEP-ATPIIl, 2001), le syndrome métaipost se deéfinit par la
présence de 3 ou plus des facteurs de risque suiVanr de taille >102 cm chez 'homme,
>88 cm chez la femme ; Pression artériell80/85 mmHg ; Triglycérides1,50 g/L; HDL
cholestérol <0,40 g/L chez 'lhomme, <0,50 g/L cltefemme ; Glycémie a jeunl,10 g/L
(Alberti et Coll., 2006). Plusieurs études ont mérgue le syndrome métabolique est associé
a un risque 1.5 a 3 fois plus élevé de développermaladie cardiovasculaire (Alexander et
coll., 2003 ; Dekker et coll., 2005 ; Isomaa et.c@001). Quant au risque de développer le
diabéte de type 2, certaines études ont montrésquoe jusqu'a 5 fois plus élevé en présence
d’'un syndrome métabolique (Hanson et coll., 20&hmidt et coll., 2005)L'objectif de
cette section vise a reviser les connaissancegllstuconcernant les facteurs de risque
cardiovasculaire associés a l'obésité. Les prinpipaavaux présentés dans cette section
reposent sur I'hypothése que la distribution dsutiadipeux joue un réle majeur dans le

développement des maladies cardiovasculaires etwléjues.
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Revue de la littérature

1.1Masse grasse/Obésité abdominale

D’un point de vue médical, I'obésité se définitmone un exces de masse grasse
entrainant des inconvénients pour la santé songgtjggychologique et sociale. En pratique
clinigue courante, l'estimation de la masse grasst basée sur des mesures
anthropomeétriques telles que le poids, la taiéle,plis cutanés et les circonférences (ANAES,
2003). Chez l'adulte, 'OMS définit I'obésité enniction de I'Indice de Masse Corporelle
(IMC). Celui-ci est calculé par la formule suivanttMC (kg/m2) = Poids (kg) / Taillefm?).
Depuis 1998, le critére international d'embonpeamtrespond a un IMC supérieur ou €gal a
25 kg/nf, et celui de I'obésité est supérieur ou égal Rga®?. Quant & I'obésité morbide, elle
est caractérisée par un IMC supérieur ou égal akgle’ (NHLBI, 1998). L’obésité
représente un facteur de risque important poumiakadies cardiovasculaires. Par exemple,
les sujets obéses ont un risque 2 a 3 fois plugg&g’'un sujet sain de développer une
maladie coronarienne (Aldhahi et coll., 2003). st d’autant plus élevé lorsque I'individu
obese cumule un ou plusieurs autres facteurs geerisomme le diabete de type 2. Dans ces
conditions, I'éventualité de développer une maladinarienne est 3 a 4 fois supérieure par
rapport a une personne obéese non diabétique (Aldhatoll., 2003). De plus, il existe une

relation positive entre I'MC et le risque de mbréa(figure 1).
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Figure 1 : Relation entre I'indice de masse corporelle (IMCleyinf) et le risque relatif de

mortalité (d’apres Calle et Coll., 1999).

Bien que I'MC soit un bon outil pour le dépistadg I'obésité, cet indice ne donne
cependant aucune information sur la compositiopaeile (les proportions de masse grasse
et de masse maigre), ni sur la distribution dwt@dipeux, qui peuvent toutes les deux étre
tres variables selon les individus. Il est mainténadmis qu’indépendamment de I'MC,
I'exces de tissu adipeux au niveau de la cavitérabthle (obésité de typandroidg est
beaucoup plus néfaste pour la santé qu’au niveawuisses et des hanches (obésité de type
gynoide) L'obésitéandroideserait la forme la plus néfaste pour la prévalahcesyndrome
métabolique (Despres, 200@ans cette optique, Yusuf et coll., (2003) ont datré qu'a
I'intérieur de chaque catégorie d'IMC, une augntemtalu rapport taille/hanches (indice pour
estimer l'accumulation du tissu adipeux au niveshdominal) est associée a une
augmentation subséquente du risque d'infarctusyaicande. De plus| a été observé que les
sujets obéses ayant une faible quantité de tisgpewad viscéral ont une tolérance au glucose

similaire a ceux de poids normal (Pouliot et cdll992). Récemment, I'étude transversale
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International Day for the Evaluation ofbdominal Obesity(IDEA) a démontré aussi
I'importance de la circonférence de la taille ent tque variable associée au risque de
maladies cardiovasculaires et de diabéte de tygBalkau et coll., 2007). Ces résultats
montrent qu’en plus d’une augmentation de la mgsassela distribution du tissu adipeux

est un élément important dans la physiopathologidicvasculaire liée a I'obésite.

1.2Lhypertension artérielle

L’hypertension artérielle constitue un facteur rdgue majeur pour de nombreuses
maladies cardiovasculaires. Il existe une relagtmoite entre les niveaux élevés de tissu
adipeux viscéral et I'hypertension artérielle, camtivement aux niveaux de tissu adipeux
sous-cutané. A ce sujet, Kanai et coll., (1990) dérontré chez des femmes obéses qu'un
rapport tissu adipeux viscéral/tissu adipeux sauare élevé était associé a une préssion
artérielle élevée, et ce, indépendamment de I'dgde d'indice de masse corporelle. Plus
récemment, les travaux de Hayashi et coll., (2@08)¢galement montré qu'une accumulation
importante de tissu adipeux viscéral était assogiéme augmentation de la prévalence de
I'hypertension. D’autre études ont également raggpone élévation de la pression artérielle
dans le modéle animal d’obésité (obésité induiteymarégime riche en lipide) (Dobrian et

coll., 2001; Yoshioka et coll., 2000).

1.3Les dyslipidémies

La dyslipidémie athérogéne constitue, avec I'higresion et la résistance a l'insuline,
un des principaux maillons reliant lI'obésité esymdrome métabolique a lI'augmentation du

risque de maladies cardiovasculairatbérti et coll., 200%. L'obésité augmente le risque de
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maladies cardiovasculaires en modifiant négativeénteprofil lipidique (Ginsberg et coll.,
2009).Plusieurs anomalies du profil des lipides et despiotéines ont été retrouvées chez
les individus obése&n effet,I'obésité viscérale est associée a une augmentagoificative
des taux ddriglycérides, a des niveaux abaissés d'HDL ainsa qine augmentation de
I'apolipoprotéine B, ce qui se caractérise par aimbire plus élevé de particules Lpktites

et densesGrundy, 2006 Reaven, 2005Ruotolo et Howard, 20Q2elles-mémes associées au
développement de la plaque athéromatdpsesque ces particules possedent des propriétés
hautement athérogenesi) ultimement aux complications cardiovascula{#&smbon et coll.,
1999) En effet, les particules LDL petites et denses desre plus longtemps dans la
circulation, s'infiltrent plus facilement dans leembrane de la paroi endothéliale, adherent
aux molécules d'adhésion, sont plus susceptiblésxgdation et se lient davantage aux
récepteurs g&cavengers xles macrophages. Ces propriétés ont donc pour quoersée de
contribuer a la formation et a l'instabilité deplaque athéromateuse (Zambon et coll., 1999).
D’autre part, il a été rapporté que I'hyperlipidénpiostprandiale retrouvée chez les sujets
obeses pourrait aussi contribuer au développemeadmaiuré de I'athérosclérose
(Nordestgaard et coll.,, 2007). est a noter quda perte de poids est associée a une
amélioration du profil lipidique, conduisant a uméduction du risque de maladies

cardiovasculaires (Selwyn et coll., 2007).

1.4Le Diabete de type 2 et la résistance a l'insuline

Un exces pondéral est présent chez plus de 80sindw&idus atteints de diabéete de
type 2 (Mokdad et coll., 2000). Le risque de dépphr ce type de diabéte augmente
considérablement en fonction des différentes caiggal'obésité. A ce sujet, Field et coll.,

(2001) ont rapporté que les sujets obefd€ (> 35 kgm?) avaient un risque de développer
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un diabéte de type 2 vingt fois supérieur a ce@s ohdividus normo-pondéréfMC entre
185 et 25 kg/nf). De plus,la durée de l'obésiténdépendamment des autres facteurs de
risque, est également un important prédicateua aedladie $akurai, 200 D’autre part, il a
été rapporté que les maladies cardiovasculairesesg¢fes principales causes de mortalité et
de morbidité chez les sujets diabétiques de typ& e sujet, Haffner et coll., (1998) ont
observé que l'incidence d'un premier infarctus dwaearde ou de mort subite était de 20%
chez les sujets diabétiques de type 2, comparagivera 3,5 % chez les sujets non
diabétiques. La résistance a l'insuline est recenactuellement comme étant le lien entre
I'obésité et le diabéte de type 2 (Feve et collQ6). L'expression “résistance a l'insuline” est
surtout utilisée pour désigner une réduction dé#idacité gluco-régulatrice de I'hormone
(Wheatcroft et coll., 2003). Elle se manifeste pae diminution de I'assimilation du glucose
par les muscles et le tissu adipeux, et par un@psawté de linsuline a inhiber la

néoglucogenese au niveau du foie, entrainant anmeshyperglycémie.

La stimulation du récepteur de l'insuline estaifiine de I'activation de deux grandes
voies de signalisation : la voie des MAP kinasda @bie de la PI-3 kinase, qui conduisent de
maniere respective aux effets mitogéniques et métples de I'hormone (Capeau, 2005)
Dans la présente thése, nous nous sommes inté@asépalement a la description de la
voie de la PI-3 kinase. Au niveau des cellules esblprincipalement musculaires et
adipeuses), la liaison de l'insuline a son récepteembranaire entraine I'activation de ce
dernier via un processus d’autophosphorylation résglus tyrosine de la sous-unité 3 du
récepteur. Il s’ensuit alors plusieurs étapes desjpimorylation, lesquelles ont pour effet
d’activer de maniere successive différents sulssteatenzymes impliqués dans la voie de
signalisation. Ainsi, en tout premier lieu, la ppbsrylation du substrat intracellulaire IRS-1
induit & son tour l'activation de la PI13-kinasej glle, entraine I'activation de la sérine kinase

PDK-1/2, puis I'activation de Rkt/PKB et des PKG/\L. Ces dernieres kinases conduiront a
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la translocation vers la membrane cellulaire desspporteurs de glucose GLUT4, qui

réaliseront'tape ultime: la captation du glucose (Montagna@iadl., 2001).

Il semble que des altérations signalétiques, ah dw récepteur dérsuline, soient a
l'origine de la résistance a l'insulidans I'étiologie de I'obésité (Zeyda et coll., 2Dp0Ga
phosphorylation d’'un ou plusieurs des sites SerdEniRS-1 auraient plusieurs conséquences.
Plusieurs agents/facteurs causant la résistarigesaline ont été identifiés comme le TNF-
les acides gras libres et l'insuline elle-méme KZi, 2001). D’'une facon générale, ces
phosphorylations sont associées a une inhibitierfalgctions de IRS-1, en entrainant : 1) une
diminution de la phosphorylation de IRS-1 sur lésidus tyrosine, 2) une diminution de la
liaison de la Pl 3-kinase a IRS-1, 3) une inhilitate I'activité tyrosine kinase du récepteur
de l'insuline et/ou 5) une dégradation de IRS-1 lparprotéasomes (Zick Y, 2001). Nous
reviendrons ultérieurement sur la description plétillée du réle de la cytokine TNFeans
le développement de la résistance a linsuline aurs de I'obésité vpir la section

Contribution du tissu adipeux a I'état inflamma)ir

D’autre part,des études centrées sur la perte de la masse s&lipati confirmées
I'étroite relation entre l'obésité abdominale etdsistance a l'insuline. A ce sujet, Coker et
coll., (2009) ont observé, chez des sujets obesemis a une restriction calorique ou a
I'exercice physique, une amélioration considéraldela sensibilité systémique a l'insuline
chez ceux ayant réduit leur quantité de tissu adipgscéral. L'ensemble de ces observations

témoigne de l'implication du tissu adipeux viscéiahs la sensibilité a I'insuline.

Ainsi, l'accumulation du tissu adipeux, et plustigatierement au niveau viscéral,
participe au développement des complications aliesqdu syndrome métabolique incluant
I'hypertension artérielle, les dyslipidémies et tésistance a linsuline, ces derniers

représentants des facteurs de risque majeurs dansléVeloppement des maladies
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cardiovasculaires. D’autres facteurs de risquetiadaiels ont également été observés chez
des patients présentant une obésité intra-abdomir@armi ceux-ci, on retrouve la

dysfonction endothéliale.

2. La dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est principalementactarisée par une réduction de la
biodisponibilit¢ du NO, et survient souvent de fagarécoce dans le développement de

plusieurs pathologies cardiovasculaires (Raij ét,@006; Taddei et coll., 2003).

2.1Généralités

L'ensemble des vaisseaux sanguins de l'organismedapissés d'une seule couche de
cellules endothéliales, qui forment I'endothéliuasaulaire. Ce dernier constitue une couche
semi-perméable entre les éléments circulant du sang paroi des vaisseaux sanguins. Il
sécréte aussi des substances vasoactives (vasatanss et vasodilatatrices) qui permettent
de maintenir un tonus vasculaire approprié. En tmmdphysiologique normale, il existe un
equilibre entre ces facteurs vasoactifs pour mainte tonus vasculaire. Parmi les substances
vasoconstrictrices relachées par I'endothélium,sncetrouvons I'endothéline-1 (ET-1),
I'angiotensine Il (I'Ang Il), le thromboxane,ATXA,) et les radicaux libres oxygénés (ROS).
Les substances vasodilatatrices sont représentaeslep monoxyde d’azote (NO), la
prostacycline (PG), le facteur hyperpolarisant dérivé de I'endothéliyfDHF) et la
bradykinine (BK) Parmi les substances citées ci-dessus, le NCGegepte la principale
substance protectrice synthétisée par I'endothélMrheatcroft et coll., 2003). En effet, au

niveau de la cellule endothéliale, le NO inhibgptaduction d’ET-1, I'oxydation des LDL,
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'expression de molécules d’adhésion et par cormd@gul’adhésion des leucocytes
(Vanhoutte, 2003). A I'extérieur de la cellulefavorise la relaxation des fibres musculaires
lisses des vaisseaux, inhibe I'agrégation plaqueftempéche la prolifération des cellules
musculaires lisses et exerce une action anti-inflatoire et anti-oxydante (Boulanger, 1999 ;

Kurowska, 2002; Shaul, 2002; Vanhoutte, 2003).

Le NO est un gaz liposoluble synthétisé par lesSN&n présence de NADPH,
d'oxygene, de BH4, de FAD et de FMN, les NOS catly dans une premiére étape
I'oxydation de la L-arginine en Nhydroxy-L-arginine. Dans une deuxieme étape, fa N
hydroxy-L-arginine est transformée en L-citrulliee NO. Dans la paroi vasculaire, le NO
diffuse de Il'endothélium vers la cellule musculaiiese en traversant librement les
membranes cellulaires. Dans celles-ci, le NO selia sGC qui produit alors de grandes
quantités de GMPc. La GMPc active la PKG qui, a am, entraine une diminution de la

concentration intracellulaire en calcium, induislanasorelaxation.

Comme nous I'avons mentionné précédemment, le streduit par la famille des
NOS. Cette derniere comprend trois membres : la N&@Bonale (hNOS), la NOS inductible
(INOS) et la NOS endothéliale (eNOS). Parmi eugstla eNOS qui représente le principal
isoforme impliqué dans le maintien des fonctionscutaires. L'activité de 'enzyme eNOS
peut étre régulée par différents facteurs, notamipandes changements de la concentration
intracellulaire de Cd, ce qui affecte sa liaison avec la calmoduline ni@nico, 2004 ;
Walford et Loscalzo, 2003). En effet, il a été dé@wn® que certains agonistes, comme
'acétylcholine et la bradykinine, pouvaient stimulla eNOS en augmentant les
concentrations de calcium cytosolique (figure 2).liaison de ces substances vasodilatatrices
a leur récepteur a pour effet d’'induire une auget@mn de la production d'IP-3. En retour,
cela entraine une augmentation de la libératiorCetl, ainsi qu'une augmentation de sa

liaison a la calmoduline. Le complexe ainsi fornedifpse fixer a la protéine eNOS et ainsi
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augmenter son activité. D’autre part, la protéiN®8 peut aussi étre activée par une autre
voie indépendante au Egfigure 2). A cet égard, il a été rapporté questiline pouvait agir
au niveau de I'endothélium vasculaire, et induaeptoduction de NO par un mécanisme

indépendant du calcium (Vincent et coll., 2003 ;ntégnani et coll., 2001).

Caz*-clependent Caz*'-independenl
activation of eNOS activation of eNQOS
Insulin
ACh receptor receptor
F"LC
(. ﬁ‘ PIPJ IP

G-protein’
Ca?

Figure 2. Voie d’activation d’eNOS dépendante ou indépenddatealcium (d’apres Vincent

et coll., 2003)

L’activation de la eNOS peut également se fairedes stimuli mécaniques, comme
les forces de cisaillement (Shear stress) gu’exierckplacement du sang sur la surface des
cellules endothéliales. Ces forces orientées lodgialement varient avec le débit sanguin
local et les conditions d’écoulement. Les contesnde cisaillement stimulent des récepteurs
membranaires sensibles a I'étirement de la cellles mécanosenseurs ainsi activés
déclenchent des cascades complexes d’événemertbinbigues, qui conduisent a des
changements fonctionnels dans la cellule comme g@@mple une activation de la
transcription du géne codant pour la eNOS. L'ingductde 'ARNmM de la eNOS est d’autant
plus importante que les forces de cisaillement sopbrtantes. Les forces de cisaillement

activent la eNOS par un mécanisme calcium-indépengia nécessite la phosphorylation de
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la eNOS (Corson et coll., 1996) (figure 3). Cettedification post-traductionnelle survient
sur le résidu sérine 1177 de la eNOS et est mguiéda phosphorylation de I'Akt sur le
résidu sérine 473 (Lehoux et coll., 2004). Il estoder que ce mécanisme occupe une place

cruciale dans la régulation de la eNOS par I'exerghysique.

Forces de cisaillement

Lumieéere artérielle

- YGTP \?\\ N
. R'élil'?tiﬁti?;/) o

Figure 3. Activation de la eNOS par les forces de cisailletmien

2.2Evaluation de la fonction endothéliale

La fonction endothéliale peut étre explorée chdmrime et I'animal par des

méthodes fonctionnelles, en réponse a des stirhatinpacologiques ou physiologiques.

2.2.1 Méthode d’évaluation chez 'homme

Les premiéres études de la fonction endothéliakz dthomme ont consisté en des
mesures par angiographie quantitative de variatthngliamétre des artéres coronaires, en
réponse a des perfusions locales d’acétylcholifebées doses (Cox et coll., 1989 ; Ludmer
et coll., 1986). Ces études de flux coronariensétéies premiéres a mettre en évidence des

altérations de la fonction endothéliale chez dgstsuatteints de maladies coronariennes.
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Actuellement, de nouvelles techniques déchograpgbmpler et d'ultrasonographie
vasculaires ont remplacé I'angiographie quantiegapour I'évaluation des variations de flux
sanguins coronariens (Deanfield et coll., 2005Bkecq et coll., 2008). D’autre part, il existe
une relation positive entre la mesure de la dysfonendothéliale au niveau coronarien et
celle au niveau de l'artere brachiale (Andersorcat., 1995). Ainsi, il est possible de
mesurer des variations de débit sanguin au nivealiadant-bras «4orearm blood flow»
(FBF,) aprés administration d’acétylcholine au nivede l'artére brachiale. La résistance
vasculaire est généralement évaluée par la mesudéldt sanguin et de la pression artérielle
a l'aide d'un systeme de pléthysmographie par eiofu veineuse. Cette méthode est
considérée comme étant beaucoup moins invasive ljmimme, mais la cathétérisation de

I'artere brachiale limite son utilisation a grarettelle (Takase et coll., 2005).

De plus, la dysfonction endothéliale peut étre @alpar deslosages biologiques.
Ces derniers présentent l'avantage de leur sirtéplaur le plan cliniqugpuisqu'il s'agit
généralement de dosages de facteurs circulantgid®rendothélialeréalisés a partir de
prélevements sanguins ou urinaires (tableau 1).e@nt ces dosages donnent une
information générale sur la fonction endothélialeqis ils ne sont pas spécifiques a un
territoire artérieldonné. lls indiquent plutét un état d'activatiornuquétat de dysfonction
endothéliale. En plysces dosages nécessitent des conditd#icates de prélevement ou

d'analyse non disponibles en routine.
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Table 1. Marqueurs plasmatiques de la dysfonction endothédiéd’aprés Joannides et

coll., 1997)

Vasodilatateurs

Nitrates et nitrites (métabolites du monoxyde
d'azote), 6-kéto PGFla (métabolite de la
prostacycline)

Vasoconstricteurs

ET-1, Ag Il, thromboxane A2, ROS,
prostaglandine

Marqueurs de l'inflammation

CRP, molécules d'adhésion cellulaire
(sélectine P et E, ICAM, VCAM), MCP-I
interleukines (IL-6, IL-8), TNFa

Marqueurs de I'némostase

tPA, PAI-l, facteur Von Willebrand (VWF),
thrombomoduline

Autres

Dérivés asymétriques de la L-arginine
(ADMA), microparticules apoptoique¥EGF

2.2.2 Méthode d’'évaluation chez I'animal

L'utilisation d’anneaux aortiques isolés de lapipermis de démontrer le role clé de

I'endothélium dans la relaxation vasculaire (Fuath@t Zawadzki, 1980). Cette méthode de

bains d'organes isolés est devenue la techniquedatd d’exploration de la fonction

endothélialeex-viva L'évaluation de la réponse vasodilatatrice enélidim-dépendante ou

endothéluim-indépendante est réalisée sur des segmiartéres de conduction (aorte, artere

brachiale, artere fémoral...) et/ou d'arteres dsisténce (coronaire, mésentérique...) en

réponse a différentes substances vaso-activeside IHun myographe. Parallelement aux

méthodes d’exploratiom-vivo de la fonction endothéliale chez 'homme, des negples

hémodynamiques ont été développées chez I'aninasgHet coll., 2008). Ainsi, des cathéters

peuvent étre placés au niveau de l'aorte, du siousnarien ou des artéres fémorales afin de

mesurer les variations des flux sanguins en répansges injections de substances vaso-
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actives, administrées a l'aide de cathéters placésiveau de la veine fémorale et/ou de la
veine jugulaire externe (Le Brocq et coll., 2008gnéralement, ces mesures sont réalisées sur
des animaux anesthésiés, ce qui peut altérer pEssés hémodynamiques aux substances
pharmacologiques. Actuellement, des systemes diRypldographie a occlusion veineuse et

de télémétrie permettent de travailler sur des anxwvigiles.

2.3Mécanismes biologiques impliqués dans la dysfonetemdothéliale

Il est clair & I'hneure actuelle que la dysfonctemdothéliale est associée aux facteurs
de risque qui prédisposent aux maladies cardiol@ises tels I'obésité et le syndrome
métaboliquePlusieurs études ont indiqué que la dysfonctiorodraiale est principalement
caractérisée par une réduction de la biodispotébdu NO (Raij et coll., 2006; Taddei et
coll., 2003). Théoriquement, cette diminution pedgulter de deux mécanismes, soit 1) une
réduction de sa production ou soit 2) une augmientae sa dégradation. Une réduction de la
production de NO peut étre consécutive a une radude I'expression et/ou de I'activité de
'enzyme eNOS, une réduction de la disponibilitésde substrat et/ou d’'un ou de plusieurs
cofacteurs essentiels a sa production (Kawashinfalayama, 2004 ; Takaya et coll., 2007).
Dans la pathologie de I'obésité, Ketonen et c¢dQ10) ont montré que la consommation
d’'un régime alimentaire riche en matiere grassal@en5 mois induit une diminution de la
vasorelaxation NO-dépendante au niveau de l'aemneréponse a l'acétylcholine chez les
souris obéses par rapport a des souris sainee @éitne étude a montré également une
diminution du rapport p-eNGE" 117/eNOS aortique, suggérant une diminution de I'atgtiv
de la eNOS chez les souris obéses. Des résultailsists ont également été rapportés dans
différents modéles d’obésité, qu’elle soit indusir I'alimentation (Roberts et coll., 2005 ;

Bourgoin et coll., 2008) ou qu’elle soit génétiddgoun et coll., 2009).
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Par ailleurs, une dégradation accrue du NO peet &usée par un stress oxydatif
consécutif a une production excessive de radichues. Nous reviendrons ultérieurement sur
la description plus détaillée du role des radicdibbxes dans le développement de la
dysfonction endothéliale v@ir la section Stress oxydatif et facteurs de risque

cardiovasculaires : observations cliniques et expéntales).

En somme, I'endothélium joue un rdle primordial slden regulation de ’lhoméostasie
et du tonus vasculaire. Cependant, il est augsidmier organe a subir une altération due aux
facteurs de risque cardiovasculaire comme ['obésitéle syndrome métabolique, car
I'équilibre entre la synthése des substances vastrittrices et vasodilatatrices est alors
rompu, aboutissant ainsi a une altération de lation vasodilatatrice de I'endothélium. Cette
dysfonction endothéliale représente une étape atés des pathologies installées comme
I'athérosclérose. Ainsi, les mécanismes par lesquaEbésité induit une dysfonction
endothéliale sont complexes, et I'étiologie exaldece processus est toujours au cceur de la
recherche actuelle. Cette situation a risque ceadiculaire est également associée
étroitement a la surproduction des ROS (comme rablams le décrire dans le chapitre
suivant), qui entraine une accélération de la digran du NO. Ainsi, le stress oxydatif est

considéré comme le phénomene clé impliqué danisnimgtion de la biodisponibilité du NO.

3. Le stress oxydatif

3.1Définition

Dans les systéemes biologiques, le stress oxys@tiféfinit comme un déséquilibre de
la balance oxydants/antioxydants en faveur desamgd entrainant des dommages cellulaires

(Atameret coll, 2008). Il se développe lorsque les radicaux lilfneslécules oxydantgsont
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produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étretrabses par les systemes de défense
antioxydant. Ce désequilibre peut avoir diverses origines, geltpie la surproduction
endogene d’agents pro-oxydants d’origine inflamnnatdPicchi et coll., 2005 un déficit
nutritionnel en antioxydants ou méme ugposition environnementale a des facteurs pro-
oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayag@mma, rayons ultravioletspollution
atmosphériquemétaux toxiquesMoller et coll, 1996 ; Valko et coll.2006; Valkoet coll.,

2005).

3.2Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiquesést ou molécules) possédant au
moins un électron célibataire (ou non apparié)leur couche externe, et sont en général tres
réactifs et instables (Gilbert, 2000). Les radicdibres impliquant un ou plusieurs atomes
d'oxygene se nomment especes réactives de I'oxyB&®). L'anion superoxyde est la forme
primaire des ROS, et est formé par l'addition d&lectron a I'oxygene moléculaire O
L'anion superoxyde peut ensuite étre converti en R@&Sndaires tels que le radical
hydroxyle (OH), le radical peroxyle (RO®ou le peroxyde d'hydrogéne fBb), ce dernier
n'étant pas un radical libre puisqu'il ne contierd déalectrons non apparié, mais se révele
tout de méme réactif. Les radicaux libres impliguplutét un atome d'azote se nomment
especes réactives dazote (RNS)Parmi ces molécules, il y a le monoxyde d'azote’\dO

le péroxynitrite (ONOQ (Tremellen, 2008).

Les radicaux libres jouent un role essentiel daartaines fonctions biologiques telles
la phagocytose, la régulation de la croissancellegk et des signaux intercellulaires et la
synthese d'importants composés organiqeesiqvich et coll., 1999Ignarro et coll., 1999;

Lander, 1997)Cependanten concentrations élevéels deviennent hautement cytotoxiques
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en engendrantiverses altérations biochimiques intracellulaitedes que I'oxydation de
'ADN (Dalle-Donne et coll., 2006 ; Loft et coll., 2008Jes protéines (Davies, 2003 ;
Refsgaard et coll., 2000), ou encore la peroxydaties lipidegDalle-Donne et coll., 2006;

Spiteller et coll., 2007).

3.3Mécanismes de production des dérivés de I'oxygene

Dans la cellule, I'anion superoxyde peut étre #®mar différentes enzymes telles que
la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les cyclgéxyases, les lipoxygénases, I'enzyme
eNOS, le cytochrome P450 et les enzymes de la ehaspiratoire mitochondriale (Cai et
Harrison, 2000; Wassamann et coll., 2004a. contribution relative de chacune de ces
sources au cours d’'un stress oxydatif n’est pasrertout a fait élucidée. Cependant, dans un
contexte de maladies vasculaires, plusieurs étexiegrimentales et cliniques ont révelé que
'enzyme NADPH oxydase représente la principale rea@ude production de [I'anion
superoxyde au niveau vasculaire, intervenant ddusieprs pathologies associées a la
dysfonction endothéliale comme I'athéroscléroshygertension, le diabéte, I'obésité ou
encore I'’hypercholestérolémie (Hwang et coll., 20Qaight et coll., 2000 ; Pierce et coll.,

2009 ; Thomas et coll., 2003).

Le NADPH oxydase est un complexe enzymatique proligique constituant une
famille d'enzymes comptant 7 membres (Nox1, Nox8x3\ Nox4, Nox5, Duox 1 et 2)
(Bedard et Krause, 2007). Elles transferent suoesent des électrons du NADPH jusqu'a
I'accepteur final @ pour générer des anions superoxydes. Parmi Ietones de cette famille,
la gp9TP"* (phagocyte oxydape@u Nox2 est la mieux caractérisée. Cette protgiéts clonée
en 1986 (gen€YBBsur le chromosome X, locus Xp21.1), et elle esttionnelle sous
forme de complexe assemblé suite a un stimuluso@gplexe comprend un cceur catalytique
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membranaire (gpF1°™ et p22"™ formant le cytochromesky) et des protéines cytosoliques

(P40 p4aP"* p67phox et Rac) (figure 3).

Désassemblée quand elle est inactive au repbBALEPH oxydase devient active a la
suite de la translocation des facteurs cytosoliguesmembrane, formant ainsi un complexe
enzymatique fonctionnel. En fait, I'activation @&NADPH oxydase implique deux types de
phénomenes: la phosphorylation et la translocatona membrane des sous-unités
cytosoliques (Touyz et coll., 2003). En effet, suitl'activation de la cellule, les composantes
cytosoliques p49® pa7?"% p67"* deviennent phosphorylées et vont migrer a la mamer
pour s'associer aux facteurs membranaires g%t de p22"* Parallélement, la molécule
Rac va échanger son GDP avec un GTP, se dissecsamdinhibiteur Rho-GDI, et migrer de
facon indépendante & la membrane. Le cytochrogmeebt ensuite activé par la P8% par
l'intermédiaire de son domaine d'activation (fig8)e La NADPH oxydase ainsi activée va
utiliser le NADPH cytosolique pour réduire I'oxygemt produire de l'anion superoxyde

(Paclet et coll., 2000).

NADPH oxydase inactive —_—

gp?1 phox

p22 phox

ol e T, e

COOH

/4\ |
\}*

Figure 4 : Représentation schématique de I'activation de I®RHA oxydase (Deleo et
Quinn, 1996
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3.4Mécanismes de défense contre des dérivés de I'axyge

Les radicaux libres sont produits spontanémedeehaniére continue au sein de notre
organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxigeeROS est assuré par des systemes
antioxydants, dont le réle principal est de neideslet de dégrader les radicaux libres. Un
déficit ou un dysfonctionnement de ces systemesradrg une augmentation des dommages
tissulaires. Les antioxydants peuvent étre divesesleux groupes selon leur mode d’action :

les antioxydants enzymatiques et les antioxydamrisemzymatiques.

3.4.1 Le systeme antioxydant enzymatique

Ce systeme est principalement composé des sumpE®xgismutases (SOD), des
catalases (CAT), des glutathions peroxydases (@Pxles thiorédoxines (Higashi et coll.,
2009; Wood et coll., 2003). Parmi ces enzymes, les S€ésentent la premiere ligne de
défense pour contrer les ROS, et ce sont les ermamigoxydantes les plus importantes au

niveau vasculaire (Higashi et coll., 2009; Wassmetreoll., 2004).

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métajioees qui catalysent la
dismutation des ions superoxydes en peroxyde ddggire et d'oxygene. Chez les
mammiféres, la SOD existe sous trois isoformes sgudifférencient par leur localisation
cellulaire et par leur cofacteur métallique : uaarfe cytosolique associée aux ions cuivre et
zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale assoak@enanganese (Mn-SOD) et une forme
extracellulaire (EC-SOD). La Mn-SOD semble indisgable a la vie puisque sa mutation est
non viable : I'espérance de vie maximale pour dessMn-SOD" n'est que de 22 jours pour
certains types de mutations (Huang et coll.,, 20@Qci n'est pas le cas pour la forme

cytosolique, bien que I'espérance de vie chez aassstransgéniques Cu/Zn-SOBoit plus
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faible que celle de souris Cu/Zn-SBD(130 semainess 180 semaines) (Sentman et coll.,
2006). D’autre part, il a été rapporté que la Cu&D joue un rble important dans la
régulation de la biodisponibilit¢ du NO et de ladton endothéliale. A ce sujet, Lynch et
coll., (1997) ont montré que l'inhibition de la @a+tSOD induit une dysfonction endothéliale

chez des rats normaux.

3.4.2 Le systéme antioxydant non-enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupdes antioxydants non-
enzymatiques ne sont pas synthétisés par l'orga&nign doivent étre apportés par
I'alimentation. Dans cette catégorie, nous retrosvies oligoéléments (le cuivre, le fer, le
manganese, le sélénium et le zinc), la glutathéaluit (GSH), 'ubiquinone (CoQ10), I'acide
ascorbique (vitamine C), I'alpha tocophérol (vitamiE) et les caroténoides (Vertuani, S et

coll., 2004).

3.5Stress oxydatif et facteurs de risque cardiovasa@a observations cliniques et

expérimentales

Le stress oxydatif est actuellement reconnu conétamt a l'origine ou comme
représentant un facteur aggravant de plusieurs olpgles. Son implication dans
I'hypertension artérielle, I'athérogénése, la dpstoon endothéliale, le diabete ou encore
'obésité a été démontrée par difféerentes étudebrin et coll., 2001 ; Furukawa et coll.,

2004 ; Gilligan et coll., 1994 ; Hornig, 2002 ; liee et coll., 1996).
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Le stress oxydant systémique augmente avec |& digjpesite. En effet, il existe une
relation positive entre les augmentations de canatons plasmatiques des TBARS et de la
8-epi-PGRapnha (Marqueurs du stress oxydant systémique), et I'i(d€aney et coll.2003 ;

Pou et coll.,, 2007). De plus, l'induction de Il'oliéschez la souris, par un régime
hyperlipidique, augmente significativement les @nications plasmatiques des marqueurs de
la peroxydation lipidique et induit I'oxydation dalbumine plasmatique (Yamato et coll.,
2007). Aussi, la concentration des protéines cajées (conséquence directe d’'un stress
oxydatif) dans les tissus adipeux est 2 a 3 fais glevée chez les souris obéses par rapport
aux témoins (Grimsrud et coll., 2007). De méme, été démontré chez la souris obese une
augmentation de la production de@4 au niveau du tissu adipeux. L'inhibition de la
NADPH oxydase par I'apocynine diminue significativent cette production et améliore
entre autre I'’hyperinsulinémie, I'hyperglycémiel’aypertriglycéridémie (Furukawa et coll.,

2004).

D’autre part, les ROS sont capables de modifidralance relaxation/contraction vers
la contraction, jouant un réle primordial dans laygiopathologie cardiovasculaire. En ce
sens, il a été démontré que la production vaseutianions superoxydes est augmentée dans
divers modeles d’hypertension artérielle commenhesiéles SHR (Wu et coll., 2001), par
inhibition chronique de NOS (Kitamoto et coll., )0 par infusion chronique d’Ang I
(Landmesser et coll., 2002) ou encore induite parégime hyperlipidique (Dobrian et coll.,
2001). Cette production accrue d’anions superoxydese importance fonctionnelle sur la
pression sanguine, puisque l'administration d’antilants de diverses natures permet de
normaliser la pression artérielle des animaux (Goza et coll.,, 2004 ; Negishi et coll.,

2004 ; Park et coll., 2002).

Il semble que certains dérivés de I'oxygene, danion superoxyde, ont la propriété

de réagir tres rapidement avec le NO, et ainsi gé&gher son action (Taddei et coll., 2003).
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De nombreuses études expérimentales ont obsenaugngentation de la production de ROS
au niveau des artéres prélevées sur des animalselmn comparaison a des animaux
normaux (Galili et coll., 2007; Ketonen et collQ1®; Kobayasi et coll., 2010). De plus,
Roberts et coll., (2005) ont montré chez des rbtses que la dysfonction endothéliale est
liée a une activation du complexe NADPH oxydas@iggau vasculaire. D’autres études ont
montré que le traitement antioxydant permet deigerra dysfonction endothéliale. En ce
sens, Hayashi et coll.,, (2005) ont démontré quehitiition de la NADPH oxidase par
I'apocynine améliore la dysfonction endothélialeezHe rat diabétique. Il a été rapporté
également que l'administration de molécules antiaxyes réduit l'altération de la
vasodilatation NO-dépendante observée chez desaari@tteints d’obésité (Javeshghani et
coll., 2009; Knight SF et coll., 2010). Ces obsé&oras nous montrent bien I'implication du
stress oxydatif dans le développement de I'hypsitenet de l'altération de la fonction

vasculaire.

En somme, I'obésité est associée a un état de stxgdatif, puisqu’il existe une relation
positive entre les divers marqueurs du stress dKyslstémique et le degré de I'obésité. De
plus, il semble que le complexe NADPH oxydase jaue role important dans le
développement des complications cardiométaboliguesours de I'obésité. D’autre part, la
surproduction des ROS dans I'obésité est souvesucae a un état inflammatoire. C’est
pourquoi nous consacrerons la prochaine sectidgtédé de la relation entre I'obésité et
l'inflammation, ainsi qu’a la contribution de celbedans le développement des complications

cardiovasculaires liées a I'obésité.
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4. L’inflammation

Actuellement, il est reconnu que l'obésité est @ésoa un état inflammatoire
chronique, caractérisé par une production anoraaleytokines pro-inflammatoires (TNF-
et IL-6) et une augmentation des niveaux circulatés marqueurs de linflammation
systémique tels que la CRP. Certains auteurs seigiggue cet état inflammatoire chronique
pourrait étre a la base des altérations cardiorobtpies comme la dysfonction endothéliale
ou encore la résistance a l'insuline observées ldsendividus obéses (Poitou et coll., 2005 ;

Xu et coll., 2003 ; Ziccardi et coll., 2002).

4.1 Contribution du tissu adipeux a I'état inflammatogr

L'association entre l'obésité et l'inflammatioété démontrée pour la premiéere fois par
Hotamisligil et coll., (1993), qui ont constaté umserexpression de la cytokine pro-
inflammatoire TNFe dans le tissu adipeux de la souris obese. Deplusieurs études ont
rapporté que l'obésité est associée a des nivdasmatiques élevés de TNE-d'IL-6, de
CRP et d'autres marqueurs de l'inflammation (Famt@005 ; Wellen et Hotamisligil, 2005 ;
Tilg et coll., 2006). Chez I'homme, certaines cytokines inflamimagcsont surexprimées dans
le tissu adipeux d'individus obéses (Xu et c@003). Le tissu adipeux produit 10-35% de
I'lL-6 en circulation, laquelle augmente en fonotide l'adiposité (Mohamed-Ali et coll.,
1997 ; Pradhan et coll., 2001). De méme, la prodoctie TNFe par les adipocytes est
positivement corrélée avec le degré de ladipogiB®ppack, 2001). Par ailleurs, la
distribution du tissu adipeux semble jouer un ke dans le processus inflammatoire lié a
'obésité. En ce sens, I'étudehe ATTICA Studw montré que les individus affichant une
obésité viscérale avaient des niveaux de CRP (58&0),NFea (30%) et d'IL-6 (42%) plus
élevés comparativement aux sujets qui avaient usiebadition normale de tissu adipeux
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(Panagiotakos et coll., 2005). De plus, il a éf@paaté que certaines cellules immunitaires
comme les macrophages pouvaient s'infiltrer darts$el adipeux (principalement viscéral)

(Figure. 4), et que leur nombre augmente avecditbé€Tilg et Moschen, 2006 ; Weisberg et

coll., 2003). Ces macrophages infiltrés seraiespaasables de la majeure partie de la
production de cytokines inflammatoires dans leutsdipeux obese (Weisberg et cdl003 ;

Xu et coll., 2003). En fait, ils seraient resporiealnle presque toute I'expression du ToiNét-

d'environ 50% de I'lL-6 (Weisberg et coRQ03)

L J
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Figure 5: Aspect typique de linfiltration macrophagique chiéabése: Infiltration plus
importante dans le tissu adipeux visceéral (A) quesscutané (B). Macrophages marqués par

I'anticorps HAM56 (D’aprés Cancello et coll., 2006)

D’autre part, il semble que la surexpression de -BNBrs de l'obésité joue un role
crucial dans le développement de la résistancmsuline. A ce sujet, Hotamisligil et coll.,
(1993) ont demontré que, chez des rats obesggclion d'anticorps qui neutralisent le TNF-
a circulant entraine une diminution de la glycémiede l'insulinémie, suggérant que la
neutralisation de TNIle-augmente la sensibilité a l'insuline des animawgses. De plus, les
souris TNFe” sont en partie protégées contre le développemeht tbsistance a I'insuline

associée a lI'obésité (induite par un régime hypieiijue) (Uysal et coll., 1997). Il semble
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que le TNFe soit capable d’'inhiber la voie de signalisation'ohsuline au niveau du muscle
et du tissu adipeux. A ce sujet, il a été montré | TNFe est en mesure de causer la
phosphorylation d'IRS-| sur la sérine 307 (Rui @t.c2001). Cette modification d'IRS-| est
associée a une réduction de la phosphorylatiotesugsidus tyrosine d'IRS-I, ce qui diminue
a son tour son association avec I'IR. En plus @'éssocié a la phosphorylation de la sérine
307 d'IRS-l, le TNFe peut causer également la phosphorylation surriaes®&32 d'IRS-I,
altérant ainsi sa liaison a la Pl 3-kinase (Ozeso#t, 2001). Le TNFe peut aussi diminuer
I'expression d'IRS-I et I'expression des GLUT4 g@#aisligi et coll., 1996 ; Stephen et coll.,
1997). D’autre part, cette cytokine peut activee ypiéiade de kinases, dont la JNK, qui
jouerait probablement un réle dans le développemetd résistance a I'insuline (Hirosumi et

coll., 2002).

Des étudesn-vitro ont montré que la protéine JNK peut phosphoryl&Sk1 sur
Ser307, empéchant ainsi son interaction avec leptéar de l'insuline (Aguirre et coll.,
2002 ; 2000). De plus, il a été rapporté gu'unectivation de JNK dans certains modeles
d’animaux obeses est associée a une augmentatiarptdesphorylation d’'IRS-1 sur Ser307,
au niveau du muscle et du tissu adipeux (Hirosurook., 2002). L’invalidation génétique de
JNK1, JNKI", prévient le développement de la résistance &uline en empéchant la
phosphorylation de 'IRS-1 sur Ser307, amenanti ainsrétablissement de la signalisation
insulinique (Hirosumi et coll., 2002). Notons cegant que les souriiNK1 sont également

moins obeses, ce qui peut expliquer en partie rargation de leur signalisation insulinique.

4.2 Inflammation vasculaire et risque athérogéne

L'obésité est souvent associée a la présence dithérosclérose, et ce des le plus

jeune age. Des examens post-mortem sur des jetireEs eadultes obeses (15-34 ans) ont
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montré que I'étendue des stries lipidiques darotanaire droite et dans I'aorte abdominale

était associée a I'obésité et a I'épaisseur du astpeux (McGill et coll., 2000 ; 1995).

Dans des conditions physiologiques normales, édlales endothéliales ne favorisent
pas l'adhésion des leucocytes a leur surface. @apgnla présence de certains facteurs de
risque cardiovasculaire tels l'obésite, I'hypeitamsartérielle, la résistance a l'insuline ou
encore la consommation d'une diete athérogéniquaiee 'activation de I'endothélium. Par
conséquence, la perméabilité de ce dernier aupripéines (principalement les LDL-c) ainsi
que l'adhésion des leucocytes et des plaquettesparbi interne des vaisseaux sanguins,
meédiées par des molécules d'adhésion (principaleh@M-1, VCAM-1 et E-sélectine),
sont augmentées (figure 4A). De plus, I'endothélagquiert des propriétés pro-coagulantes
et il y a également sécrétion de molécules vaswves;tde cytokines et de facteurs de
croissance. Lorsque la réponse inflammatoire neigrarplus a neutraliser ou a éliminer ces
molécules indésirables, le processus de dysfonermmothéliale se perpétue (Libby, 2006;

Ross, 1999).

Lorsque l'inflammation est installée, elle stimlaemigration ainsi que la prolifération
des cellules musculaires lisses (figure 4B). Orepalors d’'une lésion athérosclérotique de
niveau intermédiaire. Lorsque cet état perdurenate un épaississement interne de la paroi
intima-média des vaisseaux sanguins. L'état inflatoire entraine également une
augmentation du nombre de macrophages et de lymi@socT en provenance de la
circulation sanguine. Ainsi, les macrophages pr&sgans I'espace sous-endothélial jouent un
réle clef dans de nombreuses étapes de l'athéroseléDans un premier temps, un certain
nombre d'entre eux se transforment en cellules spses en captant les LDL oxydées ; cette
captation se fait par l'intermédiaire de réceptewsavengers>. Ces cellules chargées de
lipides se multiplient et sécretent des cytokimes chimiokines et des facteurs de croissance

qui maintiennent et méme amplifient les signaux-ipfammatoires. A long terme, ce
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phénomene peut éventuellement mener a la nécrosissduvasculaire (Libby, 2006; Ross,
1999). Les cycles d'accumulation de cellules moolgaires, la migration et la prolifération
des cellules musculaires lisses et la formationisel fibreux engendrent un élargissement
ainsi qu'une restructuration de la lésion. Celledevient alors recouverte d'une chape
fibreuse, laquelle recouvre un noyau formé de éipidt de tissus nécrotiques (figure 4C). A

ce stade, la lésion est alors qualifiee d'avanttéa de compliquée (Ross, 1999).

Au fil du temps, la matrice de collagéne inteieticomposant la chape fibreuse de la
lésion athérosclérotique se dégrade et s'aminai Baction de métalloprotéinases ainsi que
de diverses enzymes protéolytiques sécrétées parderophages. Finalement, il peut y avoir
rupture de la chape fibreuse et formation d'unrtmaes, résultant en l'occlusion d'arteres de
petit calibre (figure 4D). Par conséquence, unraifes du myocarde ou un accident vasculaire

cérébral serait susceptible de survenir (Ross,)1999
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Macrophage accumulation Formation of Fibrous-cap formation FPlague rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
NeCrotc core mecrovessels

Figure 6. Développement et progression de l'athérosclérose.Dysfonction endothéliale
dans l'athérosclérose. B : Formation de la stripidique dans I'athérosclérose. C
Formation d'une lésion avancée et compliquée daikérosclérose. D : Plaque fibreuse

instable dans I'athérosclérose (ROSS, 1999).

En somme, l'accumulation du tissu adipeux au niwgscéral semble jouer un réle
important dans le développement des complicatiandi@métaboliques liées a I'obésité. La
présence d'un état inflammatoire et d’'un stresdatif/ élevé seraient des éléments clé dans
la cascade d'événements menant au développeméathdeosclérose dans I'obésité. Ainsi,
le risque d’avoir un accident vasculaire cérébraireinfarctus de myocarde augmentent avec
le degré de I'obésité. Par exemple, I'étude Frahmng qui a suivi des hommes et des
femmes pendant 44 ans, a montré que chaque audimerta I'lMC d'un point augmente le
risque de développer un accident ischémique cdrdbrd% et hémorragique de 6% (Wilson
et coll.,, 2002). D’autre part, 'augmentation rapide I'obésité dans notre société actuelle

semble étre influencée en grande partie par un rdedeée de plus en plus sédentaire et une
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alimentation malsaine. C’est pourquoi nous consaneele prochain chapitre a I'étude de
'impact des facteurs environnementaux, tels queadtivité physique et les régimes
alimentaires de type occidentaux, sur le dévelomperde I'obésité et de ses complications

cardiométaboliques.
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CHAPITRE Il : STYLE DE VIE MODERNE ET RISQUE CARDIO VASCULAIRE

Dans nos sociétés occidentales, I'industriabgagt la modernité n'ont pas seulement
favorisé une diminution de la pratique d'activiteygique, elles ont aussi introduit des
nouvelles habitudes alimentaires. Ainsi, I'abonéashe nourriture hypercalorique, la prise des
repas a l'extérieur de la maison, les repas «sawatégrofit des grignotages, I'omniprésence
de la télévision et des ordinateurs, la facilitérae dans I'exécution des taches quotidiennes
et le style de mode de vie sédentaire, ont favdigsdergence de I'obésité et des maladies
cardiovasculaires. Le meilleur exemple qu’on peitercpour expliquer le réle de notre
environnement « malsain» est celui du groupe mligides Amish. Ce groupe est présent
en Amérique du Nord et vit de facon simple, a lfécke la société moderne. La premiere
regle des Amish est: k ne te conformeras point a ce monde qui t'entourd a éte
rapporté que, malgré une alimentation riche en ermatgrasse et en hydrate de carbone,
seulement 4% des adultes Amish étaient obésesrec8086 chez les américains. Pour
expliquer cette différence, les auteurs ont coéstpie les Amish avaient une activité
physique et une dépense énergétique journaliesernmgortantes, probablement équivalentes
a celles du XIX™ puisque cette communauté refuse toute modernitéhtdogique (Bassett

et coll., 2004).
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1. Roéle de la sédentarité

Dans I'histoire de I'humanité, I'activité physidatait essentielle a la survie de I'espece,
car elle était nécessaire pour la quéte de notgrifdr, on constate que ce n’est plus le cas
aujourd’hui, et le mode de vie sédentaire représent facteur de risque de mortalité non
négligeable. En effet, une étude américaine, Ealmr Mokdad et coll., (2004) a estimé que
le nombre de morts lié a la sédentarité et a unevaige alimentation a augmenté de 25% en
2000 par rapport aux estimations de 1990. Les tadsutle laNurses' Health Studgnt
également démontré que l'obésité et la sédentargientaient le risque de mortalité (Hu et
coll., 2004). Dans cette étude, 116 564 femmessagéae 30 et 55 ans ont été suivies
pendant 24 ans. Lors de ce suivi, 10 282 décesoulest causes ont été rapportés. En
comparaison avec les femmes les plus actives giémivun IMC inférieur & 25,0 kgfmles
femmes les plus sédentaires qui avaient un IMCriipéa 30,0 kg/rprésentaient un risque
relatif de mortalité de 2,42. Le risque relatifmertalité cardiovasculaire se chiffrait quant a
lui a 4,73. Certains auteurs parlent méme d'Bedentary Death Syndrosm(Lees et Booth,

2004).

D'un point de vue quantitatif, le gain de poids w@s processus se déroulant souvent
sur plusieurs années, et le déséquilibre énergétiqa pas besoin d'étre important pour
conduire a une obésité. En ce sens, des apportgligns dépassant de 5% les dépenses
éenergétiques (soit environ 100 kcal/jour) sont epsibles d'induire une augmentation
annuelle pouvant aller jusqu’a 5 kg de masse grasggéerant qu'un faible déséquilibre entre
l'apport et la dépense énergétique peut mener aohaésité (Jéquier, 20R2L’inactivité
physique évaluée par le temps passé devant ladiéiéyauquel il faudrait ajouter celui passé
devant les autres écrans (ordinateurs et jeux yiaé&bé largement étudiée. Par exemple, une
étude américaine portant sur 50 277 femmes agéead deb9 ans, ayant un BMI <30 et sans

antécédent cardio-vasculaire a montré que, duesn6lannées du suivi, 7.5% des femmes
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développent une obésité (Hu et coll., 2003). D’'aprétte étude, chaque tranche de 2 heures
quotidienne passée devant la télévision augmen8#ele risque de I'obésité et de 14% le
risque de diabete. De plus, il a été rapporté deeeunes obéses que la surcharge pondérale
n'est pas corrélée avec les apports énergétiquas avec le temps passé devant I'écran
(Deheeger et coll., 1997; Maffeis et coll., 199Z¢. risque d’obésité diminue de 10% par
heure d’activité physique par jour, et augmentd 2% par heure passée devant la télévision

(Ebbeling et coll., 2002).

D’autre études ont démontré que la sédentaritéysi aiqu’'une capacité
cardiorespiratoire faible, sont toutes deux asgscég&une détérioration de certains marqueurs
de risques cardiovasculaires tels que les paramdipgdiques (cholestérol totale et
triglycérides) et les marqueurs de [linflammatio€RP, TNFe et IL-6), et ce,
indépendamment de l'adiposité totaléhgrch et coll., 2002 ; Colbert et coll., 2004
Comparativement a des individus sédentaires, ldwidus obéses pratiquant une activité
physique réguliére présenteraient une pressiomigi@emoins éleveée, de meilleurs profils
lipidiques, de plus faibles niveaux de graisse é&gle, des niveaux de marqueurs
d'inflammation systémiques plus faibles et une legié fonction cardiaque et endothéliale,
réduisant ainsi le risque de mortalité cardioveaoslKatzmarzyk et coll., 2004; Ford et Li,

2006.

D’autre part, plusieurs travaux ont utilisée la Inogle de I'alitement 8ed Resb pour
étudier les effets déléteres directs de linaddiiihysique sur la santé cardiovasculaire et
métabolique. A ce sujetiamburg et coll., (2007) ont démontré sur des sueins, que
I'alitement pendant 5 jours entraine une augmaeartagignificative de la pression artérielle
systolique, des taux plasmatiques de cholestérol total et dgk/dérides, ainsi qu’'une
diminution de la sensibilité a l'insuline. Ces résts nous montrent bien le role de la

sédentarité dans I'apparition des facteurs de eisgqudiovasculaire.
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2. Roéle du régime alimentaire occidental hypercaloriqe

L'alimentation hypercalorique est lI'une des preesiehypotheses qui a été avancée
pour expliqguer 'émergence de I'obésitées derniéres années, un intérét particulier a été
porté au role du contenu des lipides et des suméés en quantité élevée dans
l'alimentation occidentale, comme étant un factel& de la prise de poids et du
développement de I'obésitBar exemple, il existe une relation étroite efibkésité et la
consommation excessive daliments de tygask food »,d'aliments sucrés et de boissons
gazeuses (Ludwig et coll., 2001). Dans la présénése, nous nous sommes intéresses
principalement aux matieres grasses, et partiemiéent a I'apport en matiéres grasses totales
et saturées, car ces dernieres jouent un role tantodans le développement de I'obésité et

I'apparition des facteurs de risque cardiovascel@ann, 2002).

D’une facon générale, la quantité de lipides danegime alimentaire est associée a
la prévalence de I'obésité. Dans ce contexte, Btayopkin, (1998) ont trouvé une relation
positive entre le pourcentage de lipides dansntialitation, et le pourcentage d’individus en
surpoids dans des populations de 20 pays difféer@aidaines études ont également démontré
que l'apport en graisse, indépendamment de l'ag@oergétique, stimulait la prise de poids.
En effet, I'étudeNi-Hon-Sana comparé le poids de Japonais vivant aux Etats-einceux
vivant au Japon. lls ont observé que l'apport etiemgagrasse était deux fois plus élevé chez
les Japonais vivant aux Etats-Unis, tandis qugdepénergétique total était identique entre
les deux populations. L'IMC et les plis sous-cusaf@stimation de la masse grasse) des
Japonais vivant aux Etats-Unis étaient égalemepérgaurs a ceux vivant dans leur pays
d'origine (Curb et Marcus, 1991). De pluta consommation d’'une diéte riche en lipides
diminue la sensibilité a l'insulinm-vivo suite & une réduction de la captation du glucese p
les tissus périphériques, et une augmentation geolduction hépatique de glucose (Kraegen

et coll.,, 2001). Une autre étude a montré que gk consommation d’'un repas riche en
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lipides provoque une dysfonction endothéliale pgéssachez 'lhomme sain (Cuevas et coll.,

2000).

D’autres études ont montré que le type de grasoooms a un impact plus important
sur le risque cardiovasculaire que la quantitde¢ala matiéres grasses. En effet, les résultats
de laNurses Health Studynt révélé que I'apport total en matieres grasstgiinpas associé a
un risque accru de maladies cardiovasculaires (Heok, 1997). Cependant, en étudiant
seulement les acides gras saturés, ils ont démqueé&e type de matieres grasses corrélait
positivement au risque de développer ce type dadied. Chaque augmentation de 5% de
I'apport énergétique provenant des acides grasesatgt associée a une augmentation de 17%
du risque de maladie coronarienne (Hu et coll.,7)9®’autres études ont démontré que
I'ingestion chronique d’acides gras saturés estoc@s a une altération des voies
intracellulaires régulant I'action de [linsuline rda différents tissus comme le muscle
squelettique et le foie (Shulman, 2000 ; Yki-Jagwiret coll., 2005). De plus, il a été rapporté
que la consommation d’acides gras saturés estiéssacune diminution de sécrétion de
I'insuline par les cellule§ pancréatiques, induisant ainsi une hyperglycéivikeJarvinen et
coll., 2005). D’autre part, il a été démontré g@ualimentation riche en acide gras saturés
entraine également une augmentation des taux pigs®s du cholestérol total et du LDL-c
(Kris-Etherton et coll., 1997). Par ailleurs, d’ias études ont également mis en évidence une
augmentation importante des taux plasmatiques gtskines pro-inflammatoires TNE-
(+56%) et IL-6 (+75%), aprés ingestion d’un repgpdrlipidique riche en acide gras saturés
(Nappo et coll., 2002). L’ensemble de ces obseymatnous montrent que la consommation
d’acides gras saturés représente un élément cilea®veloppement des facteurs de risques
cardiovasculaires en augmentant la cholestérol@mi@enflammation, ce qui peut participer

au développement prématuré de I'athérosclérose.
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En somme, les facteurs environnementaux incluansddentarité et le régime
alimentaire hypercalorique/hyperlipidique semblejduer un réle important dans
'augmentation rapide de la prévalence de I'obésitéde l'apparition de pathologies
cardiovasculaires. Ainsi, la modification du stygle vie semble indispensable dans la prise en
charge de l'obésité et de ses complications. Qdesirquoi nous consacrerons le prochain
chapitre a I'étude des effets bénéfiques de I'egerphysique et de régime alimentaire sain

sur les maladies cardiovasculaires et métaboliques.
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CHAPITRE Ill : EXERCICE PHYSIQUE ET LA DIETE COMM E STRATEGIES
THERAPEUTIQUES CONTRE LES MALADIES CARDIOVASCULAIRE S

ASSOCIEES A L'OBESITE

La modification de style de vie, comme l'adoptibimabitudes alimentaires saines et la
pratique réguliere d’une activité physique, constiin élément incontournable en matiere de
prévention, de prise en charge et de traitemestfat#eurs de risques cardiovasculaires. A ce
propos, une grande étude américaine a retenugastitulierement notre attention. Réalisée
par le «Diabetes Prevention Program Research Grouyglle a démontré que le changement
de mode de vie était plus bénéfique que le traiterpbarmacologique sur la prévalence du
diabéte de type 2. Cette recherche, au cours della@234 participants qui n'étaient pas
atteints du diabete de type 2, mais qui préserttaierétat d'intolérance au glucose (état pré-
diabétiqgue) associé a un IMZ4, ont été randomisés en 3 groupes: 1) groupe pla@bo
groupemetformine (traitement pharmacologique hypoglycémiant) eg®upe changement
des habitudes de vi€e dernier groupe avaibmme objectif une diminution de 7% du poids
initial, grace a un régime hypocalorique et hypéatipant associé a une activité physique de
niveau modéré telle que la marche rapide, duramhaeins 150 min par semain&pres un
suivi de 2,8 ang&n moyenngen comparaison au groupe placebo, l'incidence du thatie
type 2 a diminué de 58% dans le groupe « changedesrabitudes de vie», et de 31 % dans
le groupemetformine Knowler et coll., 2002) D’'autre études confirment ces résultats
(Hamdy et coll., 2003 Tuomilehto et coll., 2001 Cela nous confirme donc, a quel point
l'activité physique, associé a une alimentationpdély, se révele étre la stratégie la plus

efficace dans la prise en charge des maladiesoraédaboliques.
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1. Effet de I'exercice physique sur la mortalité et Ie facteurs de risque

cardiovasculaire : Observations cliniques et expémentales

1.1Effet bénéfique sur la mortalité cardiovasculaire

Actuellement, il est unanimement admis que l'atdi\physique modérée réduit le
risque de survenue d’événement cardiovasculairet &n prévention primaire qu’en
prévention secondaire. Chez des femmes obesertlgue hebdomadaire d’au moins 3h30
d’exercice d’endurance est associée a une dimmutigortante du risque d’évenements
coronariens, par rapport a celles qui pratiquaienins d'une heure d’activité physique (Li et
coll., 2006). De méme, l'exercice diminue le risqu&vénement coronariens, et ce
indépendamment d'une réduction de la corpulencduehiveau de l'obésité abdominale
(Wessel et coll., 2004). Une autre étude portantida01 femmes de plus de 50 ans, suivies
pendant 10 ans, a montré une relation inverse émttaux de mortalité par un AVC et le
niveau d’activité physique (Ellekjaer et coll., 2)0D’autre part, Hu et coll., (2004) ont mis
en évidence que la pratique hebdomadaire de 3 d’'dxbrcice physique réduit le risque de
mortalité de 31 a 50% chez les patients diabétigeetype 2. L’effet protecteur de I'exercice
sur la mortalité cardiovasculaire a également ésewvé dans differents modéles animaux a
risque cardiovasculaire. Chicco et coll., (2008) mpporté que I'exercice aérobie modére
retarde considérablement la mortalité cardiaque theate sévérement hypertendue. D’autre
part, I'exercice physique est utilisé comme un nmogle réhabilitation et de réadaptation en
tant que prévention secondaire chez les patierastagu un événement cardiovasculaire.
Dans ce contexte, il a été estimé que I'exercigssiploe réduirait le taux de mortalité de 33 a
44% dans les 5 ans suivant l'arrét du protocole d¢be patients coronariens par rapport aux

sédentaires (Adams et coll., 2008).
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D’autres travaux ont montré que I'exercice amélilar capacité physique et la qualité
de vie des patients insuffisants cardiaques. Pample, la comparaison réalisée par Silva et
coll., (2002), entre un groupe soumis a un prograndfentrainement pendant 3 mois et un
groupe témoin, met en évidence une amélioratiomifgigtive de la distance parcourue sur 6

min (+355m) dans le groupe «intervention».

1.2Effets bénéfiques sur les facteurs de risque caxdisculaire

Plusieurs études cliniques et expérimentales énoditré que la pratique d'activité
physique est associée a une réduction des factlungsques cardiovasculaires. Il a été
rapporté que l'exercice réduit 'accumulation dasti adipeux viscéral chez l'animal et
'homme obése (Dantas et coll.,, 2010 ; Irving ell.c@008 ), abaisse la pression artérielle
chez I'animal et ’lhomme hypertendu (Horta et ¢&D05; Fagard, 2006 améliore le profil
lipidique chez I'animal et ’lhomme avec une hypholestérolémie (Napoli et coll., 2004 ;
Varady et coll., 2005) ou encore améliore la seligla I'insuline chez I'animal et I'homme
diabétiqgue (de Lemos et coll., 2007 ; de Filipdgic@l., 2006 ). Les effets systémiques de
I'exercice sur les facteurs de risques cardiovasas associés a I'obésité sont documentés. A
cet égard, I'étudeSTRIDDE portant sur des hommes et des femmes agés de680aas
suivis pendant 8 mois, a démontré que l'exercigetensité modéré ou élevée, diminue
significativement la prévalence du syndrome méighel En effet, I'exercice augmente la
sensibilité¢ de linsuline, diminue les concentratoplasmatiques des triglycérides et
augmente celles des HDL-c. Ces résultats ont éenob parallelement a une perte de poids,
a une réduction du pourcentage de masse grasser@tgpainsi qu'a une réduction de la
circonférence de la taille (Slentz et coll., 2003gs résultats similaires ont été observés sur

des jeunes obeses (Meyer et coll., 2006). D’audredes sur le modéle animal d’obésité ont
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rapporté également que la pratique de I'exercigsighe permet de diminuer la masse grasse
viscérale, la pression artérielle, la résistanckinduline, et améliore le profil lipidique

(Pinheiro et coll., 2007).

1.3Effets bénéfiques sur la fonction/dysfonction endétiale

Plusieurs études expérimentales et cliniques ostem évidence que la pratique de
I'exercice physique est associée a une amélioraola fonction endothéliale. De Filippis et
coll., (2006) ont démontré que 8 semaines d’exeraérobie (4fois/semaine, 45min a 70% de
la VO, max/séance) améliore la relaxation endothélium-odmete au niveau de l'artere
brachiale chez des sujets obéses et insulino-aésistDe méme, il a été rapporté que
I'exercice physique, pratiqué pendant 3 mois, amnélla dysfonction endothéliale chez des
sujets diabétiques type 2, et que cet effet benéfprsiste jusqu’a 24 mois apres l'arrét du
protocole d’entrainement (Okada et coll., 2010auUres études expérimentales ont démontré
eégalement que I'exercice préserve la fonction dmelale NO-dépendante dans le modele du
porc hypercholéstolémiant au niveau des artereshlal@s (Woodman et call.2003),
fémorales (Woodmaset coll., 2006)ou encore coronaires (Thompsoet coll., 2003). De
plus, Moein-Afshari et coll., (2008) ont observéeqehez la souris obése et diabétique de
type 2, I'exercice corrige les effets déléteredabete sur la fonction endothéliale (mesurée

au niveau aortique), et ce indépendamment de lectié du poids.
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1.3.1 Mécanisme moléculaire impliqué

* Surexpression de la eNOS

Nous avons déja évoqué le fait que la dysfonctindothéliale était principalement
induite par la réduction de la biodisponibilité ND. En ce sens, plusieurs études suggérent
que les effets protecteurs de I'exercice sur ldaiytion endothéliale passent soit par une
augmentation de production du NO, soit par une mition de sa dégradation. En effet, il
semble que I'exercice physique, a travers l'augatért des forces de cisaillement, est
capable d’'activer la voie de I'eNOS. L'effet desrcis de cisaillement sur l'activité
transcriptionnelle du gene de la eNOS a été déumir la premiére fois par Uematus et ses
collaborateur en 1995. Les auteurs de cette étantl®lmservé que I'applicatiom-vitro de
forces de cisaillement & des cellules endothéliatesnes ou humaines en culture augmente
le taux d’ARNmM de la eNOS. Depuis ces observatiatiautres études sur I'animal et
I’'humain ont été menées. Parmi celles-ci, on p#eat taufs et coll., (2005) qui ont démontré
gue chez la souris, I'exercice physique volontamgmente I'expression de 'ARNmM-eNOS
au niveau aortique par rapport aux souris inactibesméme, Hambrecht et coll., (2003) ont
confirmé ces résultats chez I'homme, puisqu’ilsabvdervé que les taux des ARNm-eNOS au
niveau de l'artéere mammaire interne étaient sigaifvement supérieurs chez des patients
coronariens entrainés par rapport aux patientsnsgides. De plus, il a été rapporté que
I'élévation de I'expression du géne codant la eN&&t associé a une augmentation de
I'expression de la protéine (Hambrecht et coll.020 Moein-Afshari et coll., 2008). Les
forces de cisaillement semblent activer la eNOS agivation de I’Akt. Hambrecht et coll.,
(2003), apres avoir mené un programme d’entrainérden4 semaines chez des patients
coronariens, ont observé une augmentation de taefqghosphorylée de I'Akt sur la sérine

473, et de la eNOS sur la sérine 1777 au nivediardére mammaire interne, en comparaison
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avec les patients sédentaires. Des résultats gesilant été rapportés également chez la

souris obese et diabétiques (Moein-Afshari et c2008).

+ Diminution de la dégradation du NO

D’autre part, il semble que I'exercice physiquanste les défenses antioxydantes
enzymatiques de l'organisme. Par exemple, il a aliéervé que I'exercice augmente
I'expression de la Cu/Zn SOD au niveau aortiquenésentérique dans différents modéles
d’animaux avec des facteurs de risques cardiovaises! Ainsi, cette augmentation de taux
protéigues de la Cu/Zn SOD est accompagnée dmédiaation de la fonction endothéliale
(de Moraes C et coll., 2008 ; Moein-Afshari etl¢&008 ; Rush et coll., 2003). Toutefois, le
réle antioxydant de I'exercice régulier ne se lemtas a la stimulation des enzymes anti-
oxydantes, mais entraine également une diminud@senzymes pro-oxydatifs. Duran et
coll., (2009) ont ainsi mis en évidengele I'exercice volontaire chez le rat agé diminue
I'expression de la sous-unité cytolsolique P8%de la NADPH oxydase au niveau aortique.
De plus, Adams et coll., (2005) ont démontré, clies patients coronariens, qu’un
programme d’exercice pendant 4 semaines induidimaution significative de I'expression
des sous-unités membranaires gp91phox et p22phtax l&@DPH oxydase, par rapport aux

patients sédentaires.

1.3.2 Autre mécanismes : Systéme Rénine-Angiotensing (RAS

L’angiotensine Il représente le principal effectelur RAS, jouant un réle primordial
dans la régulation de la pression artérielle ebeis des cellules musculaires lisses (Billet Set
coll., 2008). En effet, la fixation de I'’Agll subm récepteur ATentraine une vasoconstriction

(Billet Set coll., 2008). Ainsi, l'activation chraque du RAS est impliqué dans de
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nombreuses pathologies cardiovasculaires telle I'thypertension artérielle, I'infarctus de
myocarde, les maladies rénales chroniques, I'atité¥mse ou encore le diabete (Billet Set
coll., 2008). Il a eété rapporté que l'exercice pboys peut diminuer de 49% la
vasoconstriction de I'artere mammaire en réponsalk(Adams et coll., 2005). Cet effet
protecteur de I'exercice a été associé a une dimmule I'expression des récepteurs;Ale
I'’All. Ainsi, ces observations suggerent une imation possible de 'All et de son récepteur

AT dans les mécanismes vasculo-protecteurs de liererc

2. Effet des régimes alimentaires sur les facteurs desque cardiovasculaire :

Observations cliniques et expérimentales

Il est évident que l'objectif principal de la priea charge nutritionnelle des sujets
obeses est la réduction pondérale. Les méthodegdeda restriction calorique plus ou moins
importante a des modifications de la compositiofiagort alimentaire. Ainsi, la restriction
calorique représente le moyen le plus utilisé,agrau début de la prise en charge, dans la
lutte contre I'exces de poids et de la masse gretsse les sujets obeses (Strychar, 2006). De
maniere générale, la ration calorique dans ce tgeégime est calculée en fonction des
apports habituels et de I'estimation des dépensesgétiques, avec une réduction de l'ordre
de 25 a 30 % par rapport aux apports antérieurslesSirégimes restrictifs permettent
effectivement d’obtenir une perte de poids sur emps relativement court, I'approche
diététiqgue doit surtout se focaliser sur la modiilen du comportement alimentaire pour
atteindre une alimentation conforme aux recommamakgtnutritionnelles (PNNS, 2001).
Dans cette section, nous citerons les données ld&tature les plus récentes pour souligner
les effets bénéfiques des différents régimes alianess incluant la restriction calorique et

I'adoption de modes alimentaires sains (améliotégsigeau des qualités nutritionnelles) sur
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les facteurs de risques cardiovasculaires incluatésité, I'hypertension artérielle, la

dyslipidémie, la résistance a I'insuline ainsi ¢aeysfonction endothéliale.

2.1Régimes alimentaires et facteurs de risque cardemaaire

Il existe plusieurs arguments qui indiquent queekdriction calorique a court et a long
terme a des effets bénéfiques sur les facteunsagier cardiovasculaire associés a I'obésite. A
cet égard, Miyaki et coll., (2009) ont démontré un€ restriction calorique légére (1680
kcal/jour) pendant 12 semaines chez des sujeteslamisse la pression artérielle systolique
et diastolique, diminue les taux plasmatiques dicage, des triglycérides et du cholestérol
total. Ces résultats ont été obtenus parallélerdaembe réduction du poids et de la masse
grasse viscérale. De plus, Sasaki et coll., (2@002)montré qu’une restriction calorique plus
sévere (800 kcal/jours), méme pendant 2 semaines dbs sujets obéses et hypertendus,
ameéliore la pression artérielle, le profil lipidejet la résistance a l'insuline (mesurée par
HOMA-IR). D’autres études sur le modéle animal @sibé ont démontré que la restriction
calorigue améliore les composantes clinique du reynd métabolique cités précédemment

(Chouet coll., 2010 Ketonenet coll. 2010 ; Rippe et coll., 2010).

D’autre part, il a été démontré qu'un changemenbal d’habitudes alimentaires
permet aussi de ralentir la prévalence de I'obé&dithy syndrome métabolique. Actuellement,
un nombre croissant de scientifiques s'accordemt pzommander I'adoption d'un régime de
type méditerranéen, afin de traiter de fagcon ogantiapparition de maladies coronariennes
(Kris-Etherton et coll., 2001), mais aussi du symie métabolique (Panagiotakos et
Polychronopoulos, 2005; Aude et coll., 2004). Cedale alimentaire inclue une
consommation élevée de fruits, de légumes, de léguses, de céréales a grains entiers et
d'acides gras monoinsaturés ; une consommatioemdedle poissons riches en acides gras
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omeéga-3, de produits laitiers et d'alcool (prin@p@ent sous forme de vin); et une faible
consommation de viandes rouges et de sucreriesfEaezi et coll., 1995 ; Trichopoulou et
coll., 1997). Une étude récente a documenté l'ilmgace type de mode alimentaire sur les
facteurs de risque de maladies cardiovasculairg des patients présentant un syndrome
métabolique. Cette intervention a été réaliseaurarpériode de 24 semaines, durant laquelle
les participants devaient augmenter leur consonomajuotidienne de fruits, de légumes, de
grains entiers et dhuile d'olive (Esposito et .col004). L'adoption d'une alimentation
méditerranéenne a permis d'induire une diminutignificative des niveaux plasmatiques de
glucose (-7.1%), du cholestérol total (-5.5%) et d&s (-10.7%). Une diminution de la
pression sanguine (-3.0%) a également été notéesi aju'une augmentation des
concentrations plasmatiques de HDL-c (+9.8%) (Eisp@s coll., 2004). Cette étude a mis en
évidence également une réduction significative @idpcorporel (2, 8 kg en moyenne). Ainsi,
parmi les sujets soumis a ce type de régime, ugeession de 48% de la prévalence du
syndrome métabolique a été observée. D’autres ®tsalele modele animal d’obésité ont
démontré également qu’'une modification de l'alinagion suffit a corriger les complications
et les facteurs de risque cardiovasculaires igstgdendant I'obésité. A cet égard, Roberts et
coll., (2005) ont démontré, chez des rats obéses am syndrome métabolique, que le
changement du mode alimentaire (du régime richipafes au régime standard) normalise
les valeurs de la pression artérielle, diminuetde plasmatiques du glucose, du cholestérol

total et celui du LDL-c.
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2.2Prise en charge nutritionnelle et dysfonction entiétiale

La restriction calorique améliore la fonction eriddiale des sujets obéses. A ce sujet,
Pierce, et coll., (2008) ont rapporté une amélionatde la fonction endothéliale NO-
dépendante, mesurée au niveau de l'artere brachimal@&ponse a l'acétylcholine, chez des
patients obéses ayant suivis un régime alimentasgrictif (<1200kcal/jour) pendant 12
semaines, et ce indépendamment de leur age. Ddtatgéssimilaires ont été aussi obtenus
chez des patients obéses hypertendus (Sasakil.et26@l2). D’autres études expérimentales
ont également démontré que la restriction calorigpeemet de corriger la dysfonction
endothéliale chez des animaux obéses. A cet é§ainen et coll.,, (2010) ont mis en
évidence que la restriction calorique sévere (faorapport aux apports antérieurs pendant
50 jours) chez des souris obésgermet de normaliser la fonction endothéliale NO-
dépendante, mesurée au niveau de l'aorte en répanacétylcholine. D’autre part,
I'adoption d’'un mode alimentaire sain peut aussélérer la fonction endothéliale des sujets
obeses. Il a été rapporté que l'adoption d’'un régaimentaire méditerranéen améliore
davantage la fonction endothéliale chez des saje®urpoids avec un syndrome meétabolique
que l'adoption d’'un régime alimentaire faible entigr@s grasses. De méme, il a été rapporté
également chez le rat obése que la modificationédime alimentaire restaure et corrige la
dysfonction endothéliale NO-dépendante, mesuréa@easirsegments d’artéres mésentériques

en réponse a la Carbamylcholine (Naderali et c2004).

61



Revue de la littérature

2.2.1 Mécanismes biologigues impligués

* Production du NO

Plusieurs études ont suggéré que la restrictionrigale permet de restaurer la
dysfonction endothéliale via une normalisationa@edie de production du NO. En effet, il a
été rapporté, chez la souris obése, que la réstrictalorique augmente I'expression du
rapport p-eNOS/eNOS total, suggérant une augmentdt 'activité de la eNOS au niveau
de l'aorte, en comparaison aux souris obeses sstisction calorique. De méme, Rippe et
coll., (2010) ont montré, chez des souris agées, lqurestriction calorique corrige la
dysfonction endothéliale, et cet effet bénéfiqueagsocié a une augmentation de I'expression

de la eNOS au niveau vasculaire.

» Stress oxydatif

Plusieurs arguments semblent indiquer que la ctisimi calorique est associée a une
diminution du stress oxydatif. A cet égardletonen et coll., (2010) ont observé une
diminution de la production d'anions superoxydenaueau aortique, suite a une restriction
calorigue de 50 jours chez des souris obeses, aéegan celles nayant subi aucune
restriction. De plus, il a été rapporté une dimiitde I'activité de la NADPH oxydase,
accompagneée d’'une diminution de I'expression dsolas-unité cytosolique p67phox de la
NADPH oxydase, suite a une période de restrictialormue chez les souris agées. Cette
étude a montré également une augmentation devitgctie la SOD au niveau vasculaire chez
les souris ayant subit la restriction calorique agport aux témoins. De mént&houet coll.,
(2010) ont mis en évidence que la restriction dqle, pendant 2 semaines chez des rats
ages, diminue I'expression des ARNm des sous-uni@sbranaires p22phox, Nox1, Nox2

et Nox4 au niveau de l'aorte.
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Ainsi, l'exercice physique et les régimes alim@ets notamment restrictifs,
permettent de restaurer et de corriger les contitacardiométaboliques souvent associées
a I'obésité. Au niveau vasculaire, il semble g@xércice et/ou la restriction calorique ont un
effet anti-athérogene, via un mécanisme stressatitydependant. En effet, cette revue de
littérature nous a éclairé sur les résultats detype d’intervention : elle entraine une
diminution de la production des ROS via une batkséactivité de la NADPH oxydase et de
'expression de ses sous-unités cytosoliques et breemires. Cependant, a notre
connaissance, aucune étude n’a déterminé I'impadedtype d’intervention sur I'activation
de la NADPH oxydase, notamment la mesure de Ialeation de la p4?™ qui représente

le principal acteur dans l'activation de ce complexzymatique.
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1. Les objectifs généraux

La revue de littérature a montré que le mode deales pays industrialisés joue un réle
crucial dans l'augmentation de la prévalence deédité et du syndrome métabolique, ainsi
gue des maladies cardiovasculaires. Ainsi, la neadibn du style de vie par la promotion de
I'activité physique et de l'alimentation saine régente une stratégie efficace pour lutter
contre '’émergence de I'obésité et de ses comigsitcardiovasculaires. Cependant, a notre
connaissance, aucune étude ne s’est penchée seffées thérapeutiques que I'exercice
physique peut avoir sur les maladies cardiométqbes liees a I'obésité, sans I'associer a une
modification de la consommation continue d’'un régialimentaire athérogene. L'originalité
de ce projet réside donc dans le fait que, popréaniere fois, une étude démontre les effets
directs de I'exercice physique dans un context& die a l'occidentale », aucune restriction

calorique n'ayant été imposée.

La présente these est divisée en deux partiess Darpremier temps, notre objectif
était d’étudier les effets chez le rat, d'un prognae d’exercice physique, combiné ou non a
une modification du régime alimentaire (riche ertiera grasse puis régime standard), sur les
risques cardiométaboliques liés a I'obésité indyitéalablement par un régime riche en
matiere grasse. Nous avons examiné I'impact dera®gole sur les composantes cliniques
du syndrome meétabolique incluant I'’hypertensiograetle, les dyslipidémies et la résistance
a I'insuline. Nous avons émis I'hypothese que lreiee seul sans modification de la diéte est

capable de corriger les facteurs de risque citégssus.

D’autre part, nous savons que la dysfonction draiatie représente le premier pas
vers les maladies athérosclérotiques, et qu’etls@ms/ent associée a I'obésité. C’est pourquoi
il nous a paru intéressant de nous fixer, commergkobjectif, 'étude des mécanismes sous-

jacents par lesquels l'exercice et/ou le changendmntrégime alimentaire corrige la
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dysfonction endothéliale, quand elle est associ€ebé&sité et au syndrome métabolique.
Nous avons émis I'hypothése que l'exercice et/ocHangement de la diéte corrigent la
dysfonction endothéliale via un mécanisme stresslatf-dépendant. En effet, nous avons
supposé que cette intervention est capable de isugpFactivation de la NADPH oxydase
via une inhibition de la translocation de la son&é&ip4?"™ vers la membrane cellulaire,
ainsi que de stimuler les défenses antioxydantesive augmentation de la SOD1 au niveau

cardiovasculaire.

2. Description de notre modéle expérimental

Nous avons opté pour un modele de rat d'obési@@mementale. L'obésité a été
induite par un régime alimentaire riche en lipidé8% de I'énergie totale dont 62% de gras
saturé). Ce modele animal est tres utilisé danedaerche scientifique (Dobrian et coll.,
2001), car il présente plusieurs ressemblances lagecaractéristiques physiopathologiques
incluant [I'obésité abdominale, [I'hypertension adke, [Iinsulinorésistance et les

dyslipidémies, observées chez l'individu obese aresyndrome métabolique.

Plusieurs études ont démontré que les rongeursisi@a base d’'un régime alimentaire
contenant plus de 30% des apports énergétiques, feome de lipides, développent une
obésité accompagnée d'une distribution préférdatiél tissu adipeux au niveau viscéral
(Roberts et coll., 2001 ; Kim et coll., 2000 ; Dialor et coll., 2001). Toutefois, I'obésité n'est
pas uniqguement un probleme de poids, elle est mgale a I'origine de nombreuses
pathologies cardiométaboliques. Il a aussi étéadpmue ce type de régime induit chez le rat
une réduction de la sensibilité corporelle totale l'iasuline, accompagnée d'une
hyperinsulinémie et d’'une hyperglycémie (Kim etl¢d&000). D’autres études ont également
mis en évidence une élévation de la pression saegitiune hyperlipidémie (Dobrian et coll.,
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2001 ; Roberts et coll.,, 2001 ; Kim et coll., 199®9e plus, l'utilisation d’'un régime
semblable induit une inflammation chronique chez fengeurs. Finalement, chez des rats
normaux, l'utilisation a long terme d’un régime type High Fat a pour effet de réduire la
biodisponibilit¢ du NO (consécutif a un stress @tifg, et d’induire une dysfonction

endothéliale (Roberts et coll., 2000; 2002).
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PREMIERE PARTIE: IMPACT DE LEXERCICE PHYSIQUE SUR LES
FACTEURS DE RISQUE CARDIOVASCULAIRE LIES AU SYNDROM E
METABOLIQUE CHEZ LE RAT RENDU OBESE PAR UN REGIME E NRICHI EN

GRAISSES

Exercise reverses metabolic syndrome in high fat €i-induced obese rats

Sabeur Touati, Faycal Meziri, Sylvie Devaux, Al&erthelof Rhian M. Touyz and Pascal

Laurant

Publication acceptée daMedecin Science Sport Exercigmpact factor 2010 :3.707)

1. Butde I'étude

Notre but était d’étudier les effets de I'exercigkysique, combiné ou non a une
modification du régime alimentaire, sur les risquesdiovasculaires liés au syndrome
métabolique incluant I'adiposité viscérale, l'augnation de la pression artérielle, les

dyslipidémies, I'insulinorésistance et la dysfoantendothéliale.

Nous supposons que l'exercice seul, indépendamment diete, est capable de
corriger et de restaurer les altérations cardiavages et métaboliques induites par notre

régime alimentaire riche en matiére grasse.
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2. Méthode

2.1 Animaux

Rats males Sprague-Dawley (agés de 6 semaines)ariienaux étaient divisés de
facon aléatoire en 2 groupes : un groupe nouri¢ anerégime standard (CD, n=10), et l'autre
nourri avec un régime enrichi en graisse (HF, n=A@yes 12 semaines, ce dernier groupe a
éte ensuite divisé en 4 groupes: HFD-S (sédentard0), HFD-Ex (exercice, n=10),
HF/CD-S (changement du régime HF au régime CD, h=tMHF/CD-Ex (changement du

régime HF au régime CD + exercice, n=10) pendargehaines.

2.2Le protocole d’exercice

Les animaux dans les groupes exercices ont suigragramme de course sur tapis roulant

5 fois/semaine ; 60 minutes/jour.

2.3Le régime alimentaire

-Régime riche en matiére grasse : 70% de I'éndoggde provient des lipides

-Régime standard : 10% de I'énergie totale provilest lipides

2.4Les étapes de l'investigation

-Mesure des parameétres du syndrome métabolique :

0 Mesure de I'évolution de la pression artérielletslygue chez I'animal vigile

o Evaluation de la quantité du tissu adipeux viscépaés le sacrifice

o Evaluation de la dyslipidémie par la mesure desceotmations plasmatiques du

cholestérol total, LDL-c, HDL-c et des triglycérgle
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o Evaluation de l'insulinorésistance par la mesuréadgycémie et de I'insulinémie

- Evaluer la fonction endothéliale. Etudex-vivo de la vasorelaxation dépendante et
indépendante de [I'endothélium, de l'aorte thoragjgen réponse a l'acétylcholine
(endothélium- et No-dépendant), a l'insuline (ehétdtim- et No-dépendant) et au sodium

nitroprussiate (endothélium-indépendant).

- Exploration de la voie Akt-eNOS phosphorylée aueaiv de l'aorte. Quantification de
I'expression des protéines eNOS, p-eNOS sur sdrdi&@, Akt et p-Akt sur sérine 473 par

western blot.

3. Résultats principaux

3.1L'exercice physigue seul

-Abaisse la pression artérielle systolique

-Améliore le profil lipidique : diminue les conceations plasmatiques du cholestérol total et

des LDL-c, et augmente celles des HDL-c

-Diminue l'insulinémie et la glycémie

-Corrige la dysfonction endothéliale NO-dépendante

-Corrige la résistance a l'insuline au niveau véesoe!

-Améliore la voie Akt/eNOS phosphorylée
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3.2 Madification du régime alimentaire seul

-Abaisse partillement la pression artérielle sygtaodi

- Améliore le profil lipidique : diminue les condeations plasmatiques du cholestérol total et

des LDL-c, et ne modifie pas celles des HDL-c

-Diminue l'insulinémie et la glycémie

-Corrige partiellement la dysfonction endothéliale

-Corrige partiellement la résistance a I'insulinengveau vasculaire

-Corrige le rapport p-eNOS/eNOS totale

3.3 Association Exercice + changement de la diéte

-N’'a pas d’'effet bénéfique supplémentaire surdesefurs de risque cardiovasculaires cités ci-

dessus, par rapport a I'exercice seul.
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ABSTRACT

Purpose:Chronic consumption of high-fat diet induces obediVe investigated whether
exercise would reverse the cardiometabolic dissrdssociated with obesity without it
being necessary to change from a high to normali¢éatMethods: Sprague Dawley rats
were placed on a high fat (HFD) or control diet {G@&r 12 weeks. HFD rats were then
divided into 4 groups: sedentary high fat diet (HE]) exercise trained (motor treadmill
for 12 weeks) high fat diet (HFD-Ex), modified d{gigh fat to control diet) (HF/CD-S)
and exercise trained with modified diet (HF/CD-ERardiovascular risk parameters
associated with metabolic syndrome were measured@mtents of aortic Akt, phospho-
Akt at Ser (473), total eNOS, and phospho-eNOSa(EBL77), were determined by
Western blottingResults: Chronic consumption of a high fat diet induced dahelic
syndromeExercise and dietary modifications reduced adigpsitproved glucose and
insulin levels, and plasma lipid profile and exdréatihypertensive effect. Exercise was
more effective than dietary modification to imprgdasma TBARS levels and to correct
the endothelium-dependent relaxation to acetyldeaodind insulin. Furthermore,
independently of the diet used, exercise increasge@nd eNOS-phosphorylation.
Conclusion: Metabolic syndrome induced by high fat diet iarsed by exercise and diet
modification. It is demonstrated that exercisenireg induces these beneficial effects
without the requirement for dietary modificationdathese beneficial effects may be
mediated by shear stress-induced Akt/eNOS pathwtyesion. Thus, exercise may be an
effective strategy to reverse almost all the atbaewotic risk factors linked to obesity,

particularly in the vasculature.

Keywords: Endothelium, vessel, insulin, hypertension, AkiENpathway
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Introduction

The prevalence of obesity is increasing at an afgmate in developed and
developing countries (14). Obesity is a serioudipuit@alth problem because it plays a
central role in the progression of cardiovascutat metabolic abnormalities, including
hypertension, dyslipidemia, and insulin resistamtéhe so-called metabolic syndrome, an

important predictor of all-cause and cardiovascuiartality (11).

Previous reports present physical inactivity aneésternized” diet as the leading
causes of death in the industrialized countries ZB). In obese individuals, a low level of
physical activity is a better predictor of all-causortality than cholesterol levels, smoking
status, and blood pressure (39). However, the tegponortality seems to be underestimated
given the fact that physical inactivity and inagmiate diet consumption impact mortality at
any body mass index (3). It is well recognized thappropriate diet and inactivity are
important determinant of cardiovascular diseasesodimer chronic disorders. Evidence from
numerous epidemiological studies indicates thabnat recommendation for physical
activity, diet, and combined diet and exerciserigations prevent progression of
cardiovascular diseases and associated risk fg@®0ysin the industrialized countries, it is
obviously recommended to change diet rich in s&tdréat in order to prevent cardiovascular
morbidity and mortality in obesity and metabolimdyome. However, eating behavior is
generally depending on socio-economic status andagidnal level of people. Consequently,
it would be uncertain to succeed in changing dadtith Given the ineffectiveness of popular
weight-loss diets (19), adoption of a healthy lij#s seems more appropriate. Increased
energy expenditure by physical activity would bdaraportant strategy to reverse existing
cardiovascular diseases and associated risks $dotked to obesity. In most clinical
investigations, however, training rehabilitationobiese patients with cardiovascular risks

factors is often associated with lifestyle chan@esdified diet, smoking cessation, etc...)
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(27) and/or medications (37), and it is difficudtdiscern the direct therapeutic contribution of

exercise alone.

High fat intake contributes to the development etabolic syndrome in animal
model. Rodents that are fed a high-fat diet deveisgeral obesity, insulin resistance,
hyperlipidemia, endothelial dysfunction and hypesien (17,28). Several experimental
studies have documented the preventive effect @foese in animal model before the
installation of obesity/metabolic syndrome (1,18pwever, the contribution of exercise to
reverse the existing cardiovascular risks linkedrtbealthy diet (high in saturated fat) have
not been adequately investigated in obese rataguke experimental model of high fat-
induced obesity, the present study was designegamine the effect of exercise and/or
normal fat diet on existing cardio-metabolic corogations linked to obesity including
hyperlipidemia, insulin resistance, endothelialfdgstion and hypertension. We
hypothesized that exercise training alone was tableverse obesity-associated
cardiometabolic abnormalities, without it being @egary to switch from high fat to normal

fat diet.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Sprague-Dawley rats (6 weeks old), were pusetidrom Elevage Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France). Animals were kept uadEzh-12h light: dark cycle and allowed
free access to food (SAFE, Augy, France) and watez.housing and care of the animals and
all experimental procedures were approved by tbal lmstitutional Animal Committeand
were conducted in accordance with the policy statérof the American College of Sports

Medicine on research with experimental animals.
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Experimental design.After one week of acclimatization, rats were paid-fvith either a
control diet (CD; 12.15 KJ/g, energy content ingrotein 23, carbohydrate 67, fat 10) or
high fat diet (HFD; 24 KJ/g, energy content: prot&R, carbohydrate 18, fat 70 including 8
from soya oil and 62 saturated fat from lard) fanteeks. This high fat diet enriched in
saturated fat and combined with moderate-to-loveaaydrate content has been previously
used as an obesogenic (causing high adiposityaahabetogenic (inducing insulin
resistance) food in rats (32). HFD rats were tlmmdomly divided into 4 groups: sedentary
rats fed with the high fat diet (HFD-S), exercisaried rats fed with the high fat diet (HFD-
Ex), sedentary rats switched to the CD (HF/CD-%)) exercise trained rats switched to the
CD diet (HF/CD-EXx). After 24 weeks of the experingmnfasted rats were anesthetized with
an intraperitoneal injection of pentobarbital sadi(60mg/kg). To avoid acute effects of
exercise, they were sacrificed 48h after the lasting. Blood samples were collected from
abdominal aorta into heparin or EDTA tubes. Thempla was immediately separated by
centrifugation at 3000g for 10 min and kept froa¢r80°C until chemical assays. The heart,
epididymal and retroperitoneal fat pads were exicesed weighed. Aorta was also excised,

cleaned of adherent tissue and kept at -80°C.

Exercise protocol The exercise training protocol was adapted frggneiously published
procedure (5). Briefly, rats in the exercise growese trained on a motor treadmill
(Columbus Instruments, Columbus OH, USA) at theedps 12 m/min for 20 min on the first
day. Running time was extended by 10 min/day, toné0day. The running speed was
increased 3 m/min every 2 weeks until the speechiexh27 m/min at the end of the training
protocol. These rats were trained 5 days/week2anvéeks. All training sessions took place

during the afternoon (2:00-5:00 p.m.).
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Blood Pressure.Systolic blood pressure (SBP) was measured evergeks in conscious rats
by the indirect plethysmographic tail-cuff methaing an automatic BP monitoring system

(BP 2000, Visitech System, Apex NC, USA).

Skeletal muscle oxidative enzyme activityThe exercise training effect is commonly
confirmed by an increase in muscular citrate sysgtectivity (33). Enzyme activity was
measured on homogenized soleus muscle samplegblygghotometric method as

previously described (35).

Blood chemistry assayPlasma insulin was measured by radioimmunoassa$3R)] Linco-
Research, St Charles, MO, USA). Plasma level af ttolesterol (TC), high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C), triglyceride antlgose were measured by colorimetric
enzymatic assays (Cobas Integra automated anaRaehe, Meylan, France). Low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C) and atherogenicerdAl) were respectively calculated as
follows: LDL-C= TC-(HDL-C)-(Triglycerides/2.2), AITC — HDL-C)/HDL-C. Plasma

levels of thiobarbituric acid-reacting substancCEBARS) were measured by a colorimetric
method. Briefly, plasma was mixed with 2% butylabtgdroxytoluene and quintanilla reagent
(26 mmol/l of thiobarbituric acid and 15% trichlaetic acid). The mixture reaction was
boiled for 15 minutes. Thereafter, the reactiontarix was cooled and centrifuged at 3900
for 10 minutes. The soluble phase was measuredansfiectrophotometer at a wavelength of
535 nm. In parallel, malondialdehyde standards wéuted in the range of 0 to 4 pmol/l.

TBARS values were expressed in nanomoles per ieitlibf malondialdehyde equivalents.

Western Blot analysis.Proteins from aorta were extracted from frozerugsss previously
described (38). Tissues were homogenized in Iysifeb[50 mmol/l Tris/HCI (pH 7.4), 1%
Nonidet P40, 0.5% Sodium deoxycholate, 1% SDS, 2ithika3vVO4, 1 mmol/l PMSF, 1

umol/l pepstatin A, Jumol/l leupeptin, lumol/l aprotinin] and the protein supernatant was

78



Travaux expérimentaux

separated by centrifugation. Proteins were sephitate@lectrophoresis on a 10%
polyacrylamide gel and transferred onto a nitradele membrane. Nonspecific binding sites
were blocked with 5% skim milk in Tris-buffered is& solution with Tween for 1 hour at
room temperature. Membranes were then incubatddpsinary antibodies overnight at 4°C:
rabbit polyclonal antibodies directed against p-&\Ser1177) diluted 1:200 (Santa Cruz
Biotechnology), against total eNOS diluted 1:20ar(a Cruz Biotechnology), mouse
monoclonal antibodies directed against p-Akt (S8)4liluted 1:1000 (Cell signaling),

against total Akt diluted 1:1000 (Cell signalingfter three washes in TPBS, membranes
were incubated with secondary antibodies for 1 toatn temperature and washed three times
in TPBS. Signals were revealed by chemiluminescensealized autoradiographically and
subsequently membranes were stripped (Pierce Biotdogy) and reprobed with GAPDH
antibodies (Chemicon International), which wereduag internal controls. Optical density of
bands was quantified densitometrically after scagifEpson Perfection 4990 scanner, Epson

America Inc. CA) Image-Quant software (Moleculam2gnics, Sunnyvale, CA, USA)

Evaluation of the vasorelaxant responses of isolateorta. After sacrifice, the descending
thoracic aorta was rapidly dissected, cleaned fomse connective tissue in the adventitia
and immersed in Krebs solution composed of (IMM)CNEL8, KCI 4.7, NaHC©25, CaC}

2.5, MgSQ 1.2, KH,PO, 1.2 and glucose 11; bubbled with a mixture of 95%@nd 5% CQ

at pH of 7.4. Three aortic rings (2-3mm long) perwere studied in parallel (one for each
drug studied as described below). The rings were suspended horizontally between two L-
shaped stainless steel hooks in organ chamber& wbitained 10 ml of Krebs maintained at
37°C. Isometric tension was measured using a fdisgacement transducer (Emka
Technologies, Falls Church, VA, USA) connectedh® wpper hook. During an equilibration
period of 60 min, aortic rings were progressivahgtehed to their optimal passive tension

(2g) as assessed by the response to 100 mmol Ke€lriiigs were then exposed to
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norepinephrine (18 mol). Endothelial integrity was confirmed befohe texperiment by
testing relaxation induced by acetylcholine €®ol) under norepinephrine (20mol) pre-
contracted conditions. After this procedure, timgsiwere washed and allowed to re-
equilibrate to baseline tension for 60 min. Endltine-dependent relaxation was assessed by
cumulative concentration—response curves to adeiijte (10'°to 10° mol) or insulin (13

to 10 mU/ml). Endothelium-independent relaxation waseai@d by cumulative

concentration—response curves to sodium nitroptagdio™® to 10° mol).

Drugs. Norepinephrine, Acetylcholine hydrochloride awodisim nitroprusside were
purchased from Sigma (Saint Quentin Fallavier, EeanHuman insulin (Actrapid; 100 U/ml)
was obtained from Novo Nordisk (Paris, France).d3rwere dissolved in distilled water.
Norepinephrine, Acetylcholine hydrochloride andisad nitroprusside concentrations were

expressed as final molar concentrations and ingglimU/ml in the organ bath.

Statistical analysis.All values are expressed as mean + SEM. Statistiizaparisons
between groups were made by analysis of varianb){AA) and each group was compared
with the others using Fisher’s protected leastiBggmt difference (PLSD) test. Significance

was considered present when probability values wer@s.

RESULTS
Biometrical data

A high fat diet significantly increased body weigtitthe HFD-S rats compared to the CD-S
rats (p<0.001; Table 1). Exercise and diet modificawere both beneficial in reducing body
weight. No significant difference was observediiaf body weight between the CD-S,

HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex groups. The retropergal and epididymal fat pad mass
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were also significantly greater in the HFD-S raimpared to the CD-S (p<0.001; Table 1).
Exercise and low fat diet were both beneficialéducing the body fat depot. Furthermore,
the combination of exercise and diet modificatibiF{CD-Ex) had a significantly greater
effect than either strategy had individually (Tab)e The heart mass was significantly higher
in the HFD-S compared to CD-S rats (p<0.05; Tabld here was no difference between the
heart mass among the CD-S, HF/CD-S, HFD-Ex and BHEZ groups. The heart mass to
body mass ratio was significantly increased intthmed rats (HFD-Ex and HF/CD-EXx)
compared to the HFD-S rats (p<0.05; Table 1). Maicant difference was seen between

the CD-S, HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex groups.

Blood pressure

High fat diet significantly increased systolic bibpressure in the HFD-S rats. Twelve weeks
of physical exercise significantly and progressiacreased systolic blood pressure in both
the HFD-Ex and HF/CD-Ex rats as compared to the +3A@ats (p<0.001; Fig.1). The fall in
blood pressure was similar between the two tragredps. While modifying the high fat diet
to normal diet also significantly decreased bloogspure, the lowering effect was less

pronounced than that obtained after exercise trgi(p<0.05; Fig.1).

Citrate synthase activity

Effectiveness of exercise was determined by evialgaitrate synthase activity. As expected,
exercise training significantly increased the ¢@rsynthase activity of the soleus muscles in
the HFD-Ex and HF/CD-Ex groups, as compared ts#uentary groups (p<0.05; Table 1).
The data suggests that the training exercise pmogsed was efficient because an increased
citrate synthase activity indicates an improvediakive metabolism in muscle. A high fat

diet or dietary changes did not affect the musctitaate synthase activity.
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Lipid profile

Plasma total cholesterol and LDL-Cholesterol cotre¢ions were greater in the HFD-S than
in the CD-S rats (p<0.01; Fig.2). Exercise and riedihigh-fat-to-normal diet lowered and
“normalized” the plasma total cholesterol and LOiokesterol levels. However, plasma total
cholesterol and LDL-cholesterol concentrations vggaificantly more diminished in the
HF/CD-Ex than in the HFD-Ex and HF/CD-S rats (p€).0he plasma HDL-cholesterol
level was not changed by the high fat diet. It wig®ificantly greater in the trained groups
(HFD-Ex and HF/CD-EX) than in the sedentary gro{@3-S, HFD-S and HF/CD-S; p<0.05)
(Fig.2). However, the modified high-fat-to-norma¢tdid not alter the HDL-cholesterol
concentration indicating that change in HDL-chadesit was mainly due to exercise effects.
The plasma triglyceride concentration was not siggmtly different among the five groups
(Fig.2). As expected, the atherogenic index wasifsegintly higher in the HFD-S group than
in the CD-S groups (p< 0.01; Fig.2). Exercise amdlifired high-fat-to-normal diet
significantly decreased and “normalized” the atilgeroc index (p< 0.05). However, it was
notably observed that the index was significargslin the HF/CD-Ex than in the CD-S rats

(p< 0.05).

Plasma insulin and glucose levels

The plasma insulin and glucose levels were sigmitiy higher in the HFD-S than in the CD-
S rats (p< 0.01; Fig.3). Exercise and modified Hahto-normal diet improved and corrected
plasma insulin and glucose levels. No significaffetence was observed between the CD-S,

HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex rats.
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Plasma TBARS

The plasma TBARS levels were significantly greatehe HFD-S compared to the CD-S rats
(p<0.05; Fig.3). Exercise significantly decreadsel TBARS in both the HFD-Ex and
HF/CD-Ex rats as compared to the HFD-S rats (p0e modified high-fat-to-normal

diet, however, did not significantly improve thagina TBARS levels.

Concentration response-curves to acetylcholine, inBn and sodium nitroprusside

The endothelium-dependent vasorelaxation induceatbyylcholine was significantly
attenuated in the aorta from the HFD-S rats in ammspn to the response obtained in the
aorta from the CD-S rats. The maximal relaxatioadetylcholine was significantly
attenuated in the HFD-S than the CD-S rats (72/@r8us 91 + 2%, p<0.001) (Fig.4).
Exercise and dietary change to normal diet resttfre@ndothelium-dependent relaxation to
acetylcholine. However, the relaxation response sugerior in the aorta from the exercise
training rats (HFD-Ex and HF/CD-EXx) as comparethtoresponse obtained in those from the
HF/CD-S rats (Fig. 4). The endothelium-dependesbrelaxation induced by insulin was
also markedly impaired in the aorta from HFD-S mtsomparison to the relaxant response
obtained in the aorta from the CD-S rats. At maximsulin concentration, the aorta relaxed
less in the HFD-S than the CD-S rats (26 = 1 veBduS * 1%, p<0.001) (Fig.4). Exercise
restored the endothelium-dependent relaxationdwlimin aorta from both groups of
exercised rats (HFD-Ex and HF/CD-EX) (Fig.4). While modified high-fat-to-normal diet
also significantly improved the vasorelaxationrsuilin, it was not completely restored to the
control level as was seen in the exercise trairegtrhent groups. Plasma insulin was
inversely correlated with the maximal vasorelaxasponse to insulin (r = -0.49, p<0.01)
(Fig.4). The endothelium-independent vasorelaxatosodium nitroprusside was similar

between all treatment groups (Fig.4).
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eNOS and Akt phosphorylation and expression

Total eNOS protein expression in aorta was sinaitaong all groups (Fig.5). The
phosphorylation of eNOS, the ratio of phospho-eN@®tal eNOS was significantly lower

in aorta from the HFD-S rats compared to the cométs (p<0.05). Exercise was more
effective than dietary modification to increase pi@sphorylation of eNOS in the HFD-Ex
and HF/CD-Ex groups. Total Akt protein expressiomorta was also similar among all
groups (Fig.5). The phosphorylation of Akt, thagatf phospho-Akt to total Akt was
significantly greater in aorta from the exercisedugps as compared to the sedentary groups
(p<0.05). High fat diet or dietary modification didt significantly affect the phosphorylation

of Akt.

DISCUSSION

Chronic consumption of a high fat diet in ratsuned metabolic syndrome as
evidenced by visceral obesity, hyperglycemia, gydémia, endothelial dysfunction and
hypertension. The major finding of the present glisdhat exercise improved all of these

features of metabolic disease without necessasiitcking to a normal caloric diet.

Metabolic syndrome is strongly linked to the deypeh@nt of coronary heart diseases
and stroke mainly through an increased risk oflingesistance and other abnormalities
including atherogenic dyslipidemia and high bloeegsure (11). Most experimental studies
report that a high fat diet increases body fat amdation, induces obesity and insulin
resistance in rodents (16,17). As expected, we stidiat a high fat diet significantly
increased body weight and visceral obesity. Exerarsd switching to a normal caloric diet
were both beneficial in reducing high fat diet-iodd obesity and body fat accumulation in

rats. Our experimental findings are in agreemettt tiose from clinical studies since daily
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exercise, even in the absence of reduced caldakenis associated with reduction in total
and visceral obesity in overweight subjects (Bss et al. (2000) (29) have previously
demonstrated that an exercise regimen, designedrease energy expenditure by the same
number kilocalories as the diet intervention desedaenergy consumption (ie, 700 kcal/d),
induced identical weight loss. However, in thatdsiithe exercise group lost significantly
more fat mass than the diet group. In our studss tof visceral adipose tissue was not
significantly different between exercised and colndliet-switched rats probably because the
amount of kilocalories expended by exercised rats Mss that the energy consumed by the
control diet-switched rats. The combination of bexiercise and diet modification for 12
weeks had greater effects on body weight and \aseglipose tissue reduction in rats than
either treatment alone. Exercise favours a redaédtiovisceral fat, probably by initiating
lipolysis through catecholamines (7). Since viscad#pose tissue accumulation is positively
correlated with cardiovascular disease-induced noditadisorders, our experimental findings
strongly support the benefit of exercise as a meénsducing visceral adiposity and thus

cardiovascular risk.

Visceral obesity has been postulated to be atdheaf the metabolic derangements
and directly responsible for the atherogenic dydéimia associated with the metabolic
syndrome. Our findings show that high fat diet wHsctive at increasing plasma total
cholesterol and LDL-cholesterol levels and, ultietgtthe atherogenic index in comparison
to the control rats. It is well established thairarease in plasma cholesterol, particularly
associated with LDL, elevates the risk of develgmtherosclerosis and dramatic clinical
events such as acute myocardial infarction andkastieurthermore, lowering plasma
cholesterol can retard/reverse the progressiothef@sclerosis and prevent cardiovascular
events (24). Previous studies have shown that phlysaining and caloric restriction are

effective at improving lipid profiles in both hum&(B80) and animals (28). Several possible
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mechanisms of exercise-induced atheroprotectiveeefthave been proposed such as
increased HDL-cholesterol, decreased total cholelstend decreased oxidized LDL-
cholesterol levels (12). In the present study, emace exercise and/or switching from the
high fat to the normal diet improved lipid profilbg lowering the atherogenic plasma levels
of total and LDL-cholesterol. However, the markéarmrge in lipid profile observed
concerned the plasma levels of the anti-atherogeébic-cholesterol. They were only
significantly increased in both the exercise trdigeoups of rat (independently of the diet
used) and not in the sedentary rats which wereckedt from the high fat to the control diet.
Consequently, the atherogenic index was less iexbecise trained than in the rats with
modified diet. Concerning plasma triglyceridesdsts have also shown that they are strongly
correlated with the prevalence and incidence oabwic syndrome and cardiovascular
diseases (11). In our experiments, the metabotidreyne induced by high fat diet
consumption did not induce change in the plasngéytieride levels, despite hyperinsulinemia
and hyperglycemia. Several experimental studiesrobd
hypersinsulinemia/hypertriglyceridemia when ratseyglaced with a combined high fat (or
low fat)/refined carbohydrate diet, suggesting thigh plasma level of triglycerides may be

due to the use of refined carbohydrates in the dret not fat (2,28).

We have shown elsewhere that rats fed with a lagdiét have hyperinsulinemia and
hyperglycemia (17). Insulin resistance is a commorurrence in obesity, type 2 diabetes,
dyslipidemia and hypertension (18) and there iseserperimental evidence indicating that
insulin resistance and hyperinsulinemia precedelévelopment of obesity and other
metabolic syndrome factors (2). The insulin resiséaof obese rats fed with a high fat diet
was shown by a markedly impaired aortic vasorelas@sponse to insulin, suggesting a
reduced sensitivity to the vascular and metabalimas of insulin. In the present study,

exercise, diet modification, and the combinatiotvath, similarly corrected plasma glucose
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and insulin levels. Moreover, in regard to the valxant response to insulin, we showed
that the cellular action of insulin remained matieadtered in the sedentary rats which were
switched from the high fat to the control diet ongparison to the other two groups of trained
rats fed either with the high fat or control digll. these findings confirm that aerobic exercise

is an important independent approach to preventimsesistance.

Hypertension, a major cardiovascular risk fact®losely associated with obes(8).
As expected, the present study confirms that ifatsnically receiving a high fat diet
developed a high systolic blood pressure. Furtheznabese rats fed with a high fat diet
exhibited endothelial dysfunction, evidenced by aingd acetylcholine- and endothelial NO-
dependent vasorelaxation of aorta, as well as &adarxidative stress, verified by elevated
plasma TBARS levels. These findings are in agree¢nvéh others clinical and experimental
data (23,25). These observations propose a keyaotietary high-fat content in the
development of endothelial dysfunction in obeditgleed, several other cardiovascular risk
factors such as dyslipidemia, hyperinsulinemia layygertension are also strongly associated
with endothelial dysfunction (36). It is now esiahkd that endothelial dysfunction and
reactive oxygen species play a pathologic keyirotee development of atherosclerosis and
predisposes subjects to the development of atHerosic lesions (6). All these findings
confirm that obesity-associated metabolic disordergribute to altered cardiovascular and
endothelial function, to create an atherosclerptme environment and thereby the

development of cardiovascular diseases.

Subjecting obese rats to exercise training anavdcking from a high fat to a control
diet lowered systolic blood pressure levels. THegkngs confirm previous studies
demonstrating that diet modification (normal fat)l(28) and regular exercise training
reduce and even prevent hypertension (22). We hetezl elsewhere that a decrease in blood

pressure is more effective in trained rats (withvdhout diet modification) than in sedentary
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rats with modified diet. Among the different mectsams implicated in the effects of exercise
and/or caloric restriction on blood pressure, ipriovement of endothelial function. In our
study, exercise with or without diet modificatiootronly restored, but increased the
endothelium- and NO-dependent aortic relaxant iespo acetylcholine, while switching
from a high fat to a control diet in sedentary iatproved, but did not completely normalize
it. Similarly plasma TBARS levels were more dimhnesl in training rats independently of
diet used than in sedentary rats with modified. diaken together, these findings indicate that
exercise was more effective at reversing endothaysfunction and oxidative stress than
conversion to a normal caloric diet. Exact mechasisinderlying the differential effects of
exercise and/or diet modification remains uncladrdhanges in oxidative state may be
important. Oxidative stress promotes inactivatinod aequestration of NO through the
formation of reactive nitrogen species such asxaitrite, thereby decreasing endothelium-
dependent relaxation via a reduction in NO bioaklity. Exercise and diet modification
both ameliorate endothelial dysfunction by incregexpression and activity of eNOS, NO
generation, and modulating ROS production, leathngversal of hypertension and risk
factors of the metabolic syndrome (28,31). Benafieffects of diet modification and
endothelial function may relate to improved insubsistance and/or hyperlipidemia since
each of these conditions has been associated mdibtleelial dysfunction and increased
oxidative stress (4). Concerning the beneficia@&fbf exercise, a possible mechanism may
be a powerful stimulus to increase blood flow ahéas stress in vascular beds which, in turn,
increases Akt/eNOS expression and/or activity legdd increased vascular NO production
and NO bioavaibility (9,13), as well as decreasedd pressure levels (15). In the present
study, training did not modify theascular Akt and eNOS protein expressions. However,
training (independently of diets used) increaset gklosphorylation at SEF and eNOS
phosphorylation at SE”, indicating that exercise exerts a stimulatingefby activation of

the Akt/eNOS pathway. Our results are in accordavittea previous clinical study (13),
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which demonstrated that exercise improves vasutetion through Akt-dependent eNOS
phosphorylation at SE’in patients with coronary artery disease. All thi#sdings confirm
that aerobic exercise, by stimulating vascular skass, induced Akt/eNOS pathway
activations leading to increase NO production, iovprendothelial-dependent relaxation and
lower blood pressure. Akt/eNOS pathway is also iogpéd in the vascular response to
insulin. In effect, insulin activates the insuleceptor (IR) tyrosine kinase, leading to tyrosine
phosphorylation of IR substrate (IRS)-1, which lsirgshd activates phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K). PI3K leads to the phosphorylatiod aativation of phosphoinositide-
Dependent Kinase-1 (PDK-1), which in turn phosplaies and activates Akt at sefifie

Akt directly activates eNOS via phosphorylatiorsetine'*”’, leading to increased blood flow
(21,40). Since, the eNOS phosphorylation at'$ewas improved in rats fed with a modified
normal diet, it is suggested that diet modificatoam also correct insulin resistance by a

cellular mechanism which imply P13 kinase/eNOS pait activation.

Our findings clearly demonstrated that exerciaging seems a more effective
strategy than diet modification to reverse almdistfahe atherosclerotic risks factors
associated with metabolic syndrome, particularlthevasculature. Interestingly, in
comparison to exercise alone, exercise combindd digtt modification did not induce further
beneficial effects on metabolic and cardiovascpiameters, which were mostly corrected
in the rats with exercise alone. This could notlbe to a difference in food intake, because
rats were pair-fed throughout the experimentalquoit It is possible that over the 12 weeks,
the correction of metabolic disorders occurredif@mnt times between the trained and
trained/modified diet groups, and that the majooityhe corrections arose even before the
12" week. The present study however, reveals dataaftdy the 12 week of experimental
exercise and/or diet protocol. Further studieshaeded to verify the actual recovery time-

course of the metabolic and endothelium functiosiced by the different treatment
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programs. In conclusion, exercise reverses thebuktasyndrome induced by a high fat diet
in rats without the requirement for dietary modifion. It is suggested that exercise may be a
potential non-pharmacological treatment for mudtipimultaneous cardiovascular risk

factors.
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TABLE AND FIGURES

Table 1.Biometrical parameters and citrate synthase agtivit

CD-S HFD-S HF/CD-S HFD-EX HF/CD-Ex
(10) (10) (8) (@) (8)

Body weight (g)

Initial 219 + 4 221 +4 223+5 220 + 4 220 +5
Final 670+ 9 850 + 26*** 710 + 29%%° 677 + 28%%° 655 + 15°%
Retroperitoneal fat-mass (Q) 8.2+0.4 30.6 + 2.7*%** 11.5 +1.3%° 15.4 + 2+ %%8¥ 6.75 + 0,2%%°
Epididymal fat-mass (g) 6.4+0.3 10.7 + 0.6%* 6.7 +0.5%° 7.5 +0.8%%¥ 5,00 + 0,2%%°
Heart weight (g) 1.62 + 0.06 1.84 + 0.06* 1.65 + 0.05° 1.68 + 0,08° 1,62 +0,04°
Heart weight /body weight (%) 0.24 +0.01 0.21 +0.01 0.24 +0.01 0.25+0.01° 0,25 +0,01°
Citrate synthase activity 110 + 12 117£8 99 + 17 190 + 17+ 166 + 14+

(nmol/min/mg protein)

All data are expressed as mean + SEM for sederdésfed on control diet (CD-S), sedentary

rats fed on high fat diet (HFD-S), sedentary ratsdn modified diet (high fat to control diet)

(HF/CD-S), exercise trained rats fed on high fat dHFD-EX) and exercise trained rat fed on

modified diet (HF/CD-EX). (n) = number of ratsP<0.05,***P<0.001 vs. CD-S*P<0.05,

$%%p<0.001 vs. HFD-S'P<0.05 vs. HF/CD-Ex'P<0.05 vs. HF/CD-S.
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Figure 1. Systolic Blood Pressure during 24 weeks of expeniis

Data are expressed as mean + SEM for sedentaryfeciten control diet (CD-S, n=10),
sedentary rats fed on high fat diet (HFD-S, n=%@fentary rats fed on modified diet (high
fat to control diet, n=8) (HF/CD-S, n=8), exercisa@ined rats fed on high fat diet (HFD-EX,
n=7) and exercise trained rat fed on modified @#E/CD-Ex, n=7).” P<0.001 vs. others

groups, P<0.05 vs. CD-S, HFD-Ex and HF/CD-E¥®<0.05 vs. CD-S.

96



Travaux expérimentaux

A B
+x
— 1.007 —_ 0.3A *.51
=) s ¥ =
e o075 — fd = o2 —
= =
= % s
© =
S & o1
: :
= 0.0l —
& & & &
& Q{‘\ ‘}@i’ Qg
C D
15 -
07 = - -
Te 0.6 - =
2 05 ® 104
> =
o 04 ¥ —
5 03 3 S
o s 2 0.6 4
a o0z _ =
(= ez —_
R 1 f
00 g. iy 22 0.0 .
& ngg & & & é"b & &
FF € &
E
4+ -
o]
=
£ H sx 1
L":’ $
s 7 =
g 7
2 1
=
[\ r i
o o -4
& & ‘z‘gcf;t \609?
& &

Figure 2. Plasma levels of total cholesterol (A), HDL-Chsiérol (B), LDL-Cholesterol (C),
triglyceride (D) and atherogenic index (E). Data arpressed as mean + SEM for sedentary
rats fed on control diet (CD-S, n=10), sedentatg fad on high fat diet (HFD-S, n=10),
sedentary rats fed on modified diet (high fat totoa diet, n=8) (HF/CD-S, n=8), exercise
trained rats fed on high fat diet (HFD-EX, n=7) anckrcise trained rat fed on modified diet
(HF/CD-Ex, n=8).P<0.05 vs. CD-S*P<0.05 vs. HFD-SP<0.05 vs. HF/CD-S*P<0.05 vs.

HF/CD-Ex,*P<0.05 vs. HFD-Ex.
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Figure 3. Plasma levels of insulin (A), glucose (B) and TBARC).

Data are expressed as mean + SEM for sedentaryfecten control diet (CD-S, n=10),
sedentary rats fed on high fat diet (HFD-S, n=%@fentary rats fed on modified diet (high
fat to control diet, n=8) (HF/CD-S, n=8), exercisagined rats fed on high fat diet (HFD-EX,
n=7) and exercise trained rat fed on modified qi¢€/CD-Ex, n=8). }P<0.05 vs. CD-

S¥P<0.05 vs. HFD-SP<0.05 vs. HF/CD-Ex'P<0.05 vs. HFD-EX.
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Figure 4. Dose repose curves in aortic rings to acetylcholfe sodium nitroprusside (B)

and insulin (C), correlation between maximal reteota of isolated aortic segments with

insulin and plasma insulin (D). Data are expressethean + SEM for sedentary rats fed on

control diet (CD-S, n=10), sedentary rats fed aghHat diet (HFD-S, n=10), sedentary rats

fed on modified diet (high fat to control diet, )8F/CD-S, n=8), exercise trained rats fed

on high fat diet (HFD-EX, n=7) and exercise trairratl fed on modified diet (HF/CD-EX,

n=8).”" P<0.001 vs. others groupsP<0.05 vs. CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex.
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Figure 5. eNOS and Akt phosphorylation and expression in aaolipper panels,
representative immunoblots for eNOS and Akt phosgation and expression and GAPDH
expression. Lower panels, corresponding bar graphew densitometric data for
phosphorylation for eNOS (A), the expression faalkt@NOS (B), the phosphorylation for
Akt (C) and the expression for total Akt (D) fro@D-S, HFD-S, HF/CD-S, HFD-Ex and
HF/CD-Ex rats. Results are presented as meansM: @B or 8 experimentsP<0.05 vs.

CD-S,*P<0.05 vs. HFD-S'P<0.05 vs. HF/CD-S.
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4. Discussion et conclusion

Le résultat principal qui ressort de cette étudé @se I'exercice physique,
indépendamment du régime alimentaire utilisé, apable de corriger les facteurs de risque

cardiovasculaire installés chez le rat pendanéféode d’obésité.

Plusieurs travaux antérieurs ont démontré quenaammation chronique d’un régime
hyperlipidique chez les rongeurs entraine 'apparit’un syndrome métabolique (Roberts et
coll., 2001 ; Dobrain et coll., 2001). Notre étuctnfirme ces résultats puisque nous avons
montré que la consommation d’une telle diete emeraine obésité viscérale, augmente la
pression artérielle, augmente les taux plasmatidulesuline, du glucose, du cholestérol total
et celle de LDL-c. La pratique de I'exercice etlaumodification du régime alimentaire (du
régime riche en lipide au régime standard) a pedaisorriger I'ensemble de ces facteurs de
risque dans les groupes interventions. D’une fagomarquable, les valeurs plasmatiques du
HDL-c ont été augmentées seulement dans les graaysgsices, en comparaison avec les
groupes de rats sédentaires. De méme, les ratgirgrgravaient des valeurs de pression
artérielle systolique moins élevées comparativenaemnt rats qui ont subies seulement la
modification de la diete, suggérant que I'exer@qaus d’effet sur la pression sanguine que le

changement des habitudes alimentaires.

D’autre part, le régime alimentaire riche en nragségrasses a induit chez les rats
obeses une diminution de la vasorelaxation NO-ddgo®e, en réponse a I'acétylcholine et a
I'insuline au niveau aortique. Ces observations tnaoi le role clé des lipides alimentaires
dans le développement de la dysfonction endotleédiila résistance a l'insuline. Dans cette
étude, nous avons montré que I'exercice, indépendarnde la diete, est capable de corriger

la dysfonction endothéliale ainsi que la résistamt@suline au niveau vasculaire, alors que
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le changement de la diete seul ne restaure quielfEarment ces parametres. Plusieurs études
ont montré que la dysfonction endothéliale et lihsrésistance au niveau vasculaire sont
caractérisées par une diminution de la productiodiponibilité du NO (Montagnani et
coll., 2002 ; Raij et coll., 2006; Taddei et coflQ03). C’est pourquoi dans notre étude nous
avons explorés la voie de I'Akt/eNOS phosphoryles résultats montrent que le régime
hyperlipidique a induit une diminution de l'act@itde la eNOS au niveau aortique (mesure
par le rapport p-eNOS/eNSO total), suggérant qugpeede régime induit une diminution de
la production du NO. L’exercice physique, combinérmn avec le changement de la diéte,
augmente le rapport p-eNOS/eNOS total ainsi quapeort p-Akt/Akt total, suggérant que
I'exercice indépendamment de la diéte améliore daee \de I'’Akt/eNOS phosphorylée, et
augmente ainsi la production du NO. Ces observatomfirment des études précédentes, qui
ont observé que I'exercice physique, via 'augmimtades forces de cisaillement, induit une
amélioration de la voie de I'Akt/eNOS phosphoryléambrecht et coll., 2003 ; Zhang et
coll., 2007). Notre étude montre également quéndngement de la diete améliore également
la voie de production du NO. En effet, nos réssltaettent en évidence une augmentation de
I'activité de la eNOS au niveau aortique dans mupge de rats ayant subit une modification
de la diete, en comparaison avec le groupe deobatses. Cette amélioration ne semble pas
passer par une augmentation de la phosphorylagohAdt, puisque le rapport p-Akt/Akt
totale n’était pas affecté par les modificationdaddiete. Il est possible que le changement de
régime alimentaire améliore la voie de productiardisponibilité du NO et corrige ainsi la
dysfonction endothéliale via une réduction du stregydatif. C’est pourquoi, dans notre
prochaine étude, nous allons étudier la relatiacexentre 'augmentation du stress oxydatif
et la dysfonction endothéliale dans I'obésité, iague le réle thérapeutique de la modification

de style de vie.
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En somme, I'exercice physique semble étre une égfimtplus efficace que le
changement du régime alimentaire pour combattrefdeteurs de risque cardiovasculaires
installés pendant la période d'obésite. De plus,cdanbinaison de I'exercice avec le
changement d’alimentation ne semble pas avoir glefets bénéfiques supplémentaires sur
ces facteurs de risque. Cette observation nousreranbien la contribution thérapeutique

directe de I'exercice physique.

L’exercice physiqgue, méme sans modification dumégialimentaire, peut étre une

stratégie non-pharmacologique efficace pour laamant des maladies cardiométaboliques

liées a I'obésité.
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DEUXIEME PARTIE: LEXERCICE CORRIGE LA DYSFONCTION
ENDOTHELIALE ET INHIBE L'ACTIVATION DE LA NADPH OXY  DASE CHEZ

LE RAT RENDU OBESE PAR UN REGIME HYPERLIPIDIQUE

Exercise reverses endothelial dysfunction and NARIBpendent oxidative stress in high-fat

diet-induced obese rats

Sabeur Touati, Augusto C.I. Montezarfeaycal Meziri, Yen He, Tlili Barhoumi, Alain

Berthelot, Rhian M. Touyz, Pascal Laurant

Sera soumise sous peu a Hypertension (Impact f&osd#)

1. Butde I'étude

Déterminer les mécanismes moléculaires par lesdigdercice et/ou le changement
d’un régime alimentaire (riche en matiere grasss giete standard), améliore les facteurs de

risques cardiovasculaires incluant la fonction ¢hélale et I'hypertension artérielle.

Nous supposons que l'exercice et/ou la modificatiie la diete sont capables de
réduire le stress oxydatif au niveau cardiovascerlal) en diminuant l'activation de la
NADPH oxydase via une inhibition de la translocatide la sous-unité pA?* vers la
membrane cellulaire, 2) en stimulant les défensdéi®xydantes via une augmentation de la
SOD1 au niveau cardiovasculaire. Nous supposorerégat que I'amélioration de la voie de

la eNOS phosphorylée pourrait expliquer, en pactdyénéfice.
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2. Méthode
2.1Animaux

Nous avons utilisé des rats males Sprague-Dawilggs(de 6 semaines). Les animaux
étaient divisés de facon aléatoire en 2 groupesgroope nourri avec un régime standard
(CD, n=10), et l'autre nourri avec un régime ernrieim graisse (HF, n=40). Apres 12
semaines, ce dernier groupe a été ensuite divisé gnoupes : HFD-S (sédentaire, n=10),
HFD-Ex (exercice, n=10), HF/CD-S (changement dumégHF au régime CD, n=10) et

HF/CD-Ex (changement du régime HF au régime CDer@ge, n=10) pendant 12 semaines.
2.2Le protocole d’exercice

Les animaux dans les groupes exercices ont sniygragramme de course sur tapis

roulant 5 fois/semaine ; 60 minutes/jour.

2.3Le régime alimentaire
-Régime riche en matiére grasse : 70% de I'éndoggde provient des lipides
-Régime standard : 10% de I'énergie totale provilest lipides

2.4Les étapes de I'investigation

-Mesurer l'activité totale de la NADPH oxydase aiveau cardiaque et aortique par

lucigenin-derived chemiluminescence.

- Mesurer la translocation de la sous-unité”B47 quantifier I'expression de la protéine au

niveau cytosolique et membranaire par western blot.

- Déterminer I'expression des sous-unités membresigie la NADPH oxydase (Nox1-Nox2-
Nox4).
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-Explorer la voie Akt-eNOS phosphorylée au niveatd@que et aortique avec quantification
de I'expression des protéines eNOS, phospho-eN©Sésime 1177, Akt et phospho-Akt sur
sérine 473 par western blot.

-Mesurer I'expression des récepteurs de I'angiatend (AT1 et AT2) au niveau du coeur et

de l'aorte par western blot.

3. Résultats principaux

3.1L’exercice physique seul

-Réduit le stress oxydatif systémique, mesurégmcbdncentrations plasmatiques des TBARS
-Diminue le stress oxydatif au niveau cardiovascela

o Diminue l'activité totale de la NADPH oxydase

o Inhibe la translocation de la pA%du cytosol vers la membrane

o Diminue I'expression de la sous-unité Nox4

-Améliore la voie Akt/eNOS phosphorylée : augmdieepression des taux protéiques de p-

eNOS et de p-Akt au niveau de I'aorte et du ceeur.

-N’'a pas d’effet sur I'expression de 'AEt de 'AT,

3.2Moadification du régime alimentaire seul

-Améliore aussi le stress oxydatif au niveau casmasoulaire, par l'intermédiaire des

mécanismes cités ci-dessus.
-Corrige le rapport p-eNOS/eNOS totale

-N’a pas d’effet sur I'expression de 'AEt de I'AT,
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3.3Association Exercice + changement de la diete

- N'a pas d’effet bénéfique supplémentaire sutress oxydatif et la voie Akt/eNOS

phosphorylée par rapport a I'exercice seul.

-N’'a pas d’effet sur I'expression de 'AEt de I'AT,
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ABSTRACT

Exercise is known to improve cardiovascular funciio obesity/metabolic syndrome. The
aim of this study was to determine the moleculaclmaisms where exercise improves
cardiovascular risks in high-fat diet-induced obeds. Male Sprague-Dawley rats were
placed on a high fat (HFD) or control diet (CD) fi¢t weeks. HFD rats were then divided
into 4 groups: sedentary high fat diet group (HFDeXercise trained (motor treadmill 5
days/week, 60 min/day for 12 weeks) high fat dreug (HFD-EXx), modified diet (high fat to
control diet) group (HF/CD-S) and exercise traimetth modified diet group (HF/CD-EX).
Exercise and/or diet modification restored cardsawaar risks including high blood pressure,
dyslipidimias, plasma levels of insulin, glucos®ARS, TNF« and IL-6. Exercise,
independently of diet used, corrected the endath@yisfunction induced by obesity. This
effect was associated with the decreased NADPHagxidctivity in aortic tissue. Exercise
alone was able to reduce NADPH oxidase activatioough the modulation of the
p47"*translocation. Aortic superoxide dismutase (SO&XPression was increased only in
exercise trained groups. We demonstrated alsoeieatise with or without diet modification
improves the Akt/eNOS phosphorylation pathway, sstjgg that exercise increases NO
production. Ours results show that exercise witmaaessary to switch to a normal caloric
diet, was able to restore the obesity-associatddthalial dysfunction .This protective
mechanism can be attributed to the increased N@uptmn/bioavailability due to the up-
regulation of Akt-dependent-eNgshosphorylation, the down-regulation of NADPH oxdda

activity, and lastly, the modulation of antioxidaystems such as SOD1.

Key words: Obesity HypertensionExercisg Endothelial Dysfunction, NADPH oxidase.

109



Travaux expérimentaux

INTRODUCTION

Obesity has become a major health problem andetsafence continues to increase at
a rapid rate in both developed and developing c@sltObesity is a central feature of the
metabolic syndrome, which is characterized by ins@dsistance, hyperlipidemia and high
blood pressuréin addition, endothelial dysfunction, an early niasiation of atherosclerosis
and an independent predictor of cardiovascular dilyband mortality, has also been
associated with obesifyHowever, the exact mechanisms relating obesigntinthelial
dysfunction are not fully understood. Increasediative stress and decreased nitric oxide
(NO) bioavailability appears to play a significaate in this dysfunctiof.

A major source of ROS generation in the vasoudsis the NAD(P)H oxidase family
of enzymes.NADPH oxidase is a multisubunit enzymes complexposed of 2 membrane-
associated components: gp%1(Nox2) and p2%'®and 3 cytosolic components: 4%
p47"% and p67"*.5" Activation of NADPH oxidase complex leads to pHuosgylation of
cytosolic subunits and translocation from the cgtos the membran®Iin the past few years,
4 homologues of Nox2 called Nox1, Nox3, Nox4, &lwk5 have been identified. In
vascular tissue, mainly Nox1, Nox2, and Nox4 angressed in endothelial and vascular
smooth muscle celfs™ Previous works have been reported that ROS génetay NADPH
oxidase may contribute to the development of varicardiovascular disorders including
endothelial dysfunction, hypertension and vasadarodeling:!*2*3

Lifestyle modificationsaiming to increase physical activity and to redineeenergy
intake are recommended for optimal health. In elsedhjects, lifestyle modification
effectively improve cardiovascular function by deasing risk factors such as adiposity,
plasma lipids, diabetes incidence, inflammation iodd pressur&**® Although lifestyle
modification has been recognized as an importantpi@rmacological strategy to combat
cardiometabolic complications linked to obesity/afetlic syndrome, little is known about

the cellular and molecular mechanisms through whidrcise/healthy diet exert these
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beneficial effects. Using the experimental modehigh fat-induced obesity, the propose of
the present study was to determine the possiblecutar mechanisms through which
exercise and/or diet modification from high-fattmrmal fat diet improved cardiovascular
risks, including endothelial dysfunction and higbda pressure. We hypothesized that
exercise/diet modifications would reduce local aardscular oxidative stress by reducing
NADPH oxidase activation, and improve NO productioioavailability through the up-

regulation of eNOS pathway.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Sprague-Dawley rats (6 weeks old), were pwetidrom Elevage Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France). Animals were kept uad&2h-12h light: dark cycle and allowed
free access to food (SAFE, Augy, France) and waddibittum The investigation conforms
to the Guide for the Care and Use of Laboratorynfali published by the US National

Institutes of Health (NIH publication No. 85-23yiged 1996).

Experimental design. After one week of acclimatization, rats were paid-fwith either a

control diet (CD; 12.15 KJ/g, energy content in pfotein 23, carbohydrate 67, fat 10) or
high fat diet (HFD; 24 KJ/g, energy content: proté2, carbohydrate 18, fat 70 including 8
from soya oil and 62 saturated fat from lard) f@ Weeks. HFD rats were then randomly
divided into 4 groups: sedentary rats fed with hiigh fat diet (HFD-S), exercise trained rats
fed with the high fat diet (HFD-EXx), sedentary ratsitched to the CD (HF/CD-S) and
exercise trained rats switched to the CD diet (HIFEX). After 24 weeks of the experiments,
fasted rats were anesthetized with an intraperiiongjection of pentobarbital sodium

(60mg/kg). To avoid acute effects of exercise, tweye sacrificed 48h after the last training.
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Blood samples were collected from abdominal aarta lheparin or EDTA tubes. The plasma

was immediately separated by centrifugation and kepen at -80°C until chemical assays.

Exercise protocol The exercise training protocol was adapted frggneaiously published
proceduré® Briefly, rats in the exercise groups were trainaca motor treadmill (Columbus
Instruments, Columbus OH, USA) at the speed of imfor 20 min on the first day.
Running time was extended by 10 min/day, to 60 daiy/ The running speed was increased 3
m/min every 2 weeks until the speed reached 27 mamnihe end of the training protocol.
These rats were trained 5 days/week for 12 weeksrafning sessions took place during the

afternoon (2:00-5:00 p.m.).

Blood Pressure.Systolic blood pressure (SBP) was measured evesgeXs in conscious rats
by the indirect plethysmographic tail-cuff methoging an automatic BP monitoring system

(BP 2000, Visitech System, Apex NC, USA).

Skeletal muscle oxidative enzyme activityThe exercise training effect is commonly
confirmed by an increase in muscular citrate sys#glectivity. Enzyme activity was measured
on homogenized soleus muscle samples by spectmpbtic method as previously

described.”

Measurement of plasma parametersPlasma insulin, TNd and IL-6 were measured by
ELISA (RI-13K; Linco-Research, St Charles, MO, US#BMS622, #BMS625; Bender
MedSystems, Burlingame, USA). Plasma level of tathblesterol (TC), high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C), triglyceride andugose were measured by colorimetric
enzymatic assays (Cobas Integra automated anaRRpehe, Meylan, France). Low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C) was calculated aslldws: LDL-C= TC-(HDL-C)-

(Triglycerides/2.2). Thiobarbituric acid-reactingbstances (TBARS) were determinied
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plasma samples as an index of oxidative stresssbgtying malonaldehydas (MDA), as

previously describet?

Measurement of NAD(P)H Oxidase Activity The lucigenin-derived chemiluminescence
assay was used to determiNADPH oxidase activity in aorta and heart as presip

described?® Activity was expressed as arbitrary units/mg drote

Evaluation of the vasorelaxant responses of isolateaorta. After sacrifice, the descending
thoracic aorta was rapidly dissected, cleaned floose connective tissue in the adventitia
and immersed in Krebs solution composed of (MM)CNHEL8, KCI 4.7, NaHC©@25, CaC}
2.5, MgSQ 1.2, KHPO, 1.2 and glucose 11; bubbled with a mixture of 98%@nd 5% CQ

at pH of 7.4. Three aortic rings (2-3mm long) pa&tr were studied in parallel (one for each
drug studied as described below). The rings wese suspended horizontally between two L-
shaped stainless steel hooks in organ chamberyiwbrtained 10 ml of Krebs maintained at
37°C. Isometric tension was measured using a falisplacement transducer (Emka
Technologies, Falls Church, VA, USA) connectedhte tipper hook. During an equilibration
period of 60 min, aortic rings were progressiveletched to their optimal passive tension
(2g) as assessed by the response to 100 mM KCI. rifflgs were then exposed to
norepinephrine (I8 M). Endothelial integrity was confirmed before te&periment by
testing relaxation induced by acetylcholine 1M) under norepinephrine (10M) pre-
contracted conditions. After this procedure, thegsi were washed and allowed to re-
equilibrate to baseline tension for 60 min. Endltine-dependent relaxation was assessed by
cumulative concentration—response curves to adetlfe (10" to 10° M). Endothelium-
independent relaxation was evaluated by cumulaiiveentration—response curves to sodium

nitroprusside (18°to 10° M).
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Western Blotting. Aorta and heart were used as follows. Frozendisgs homogenized
lysis buffer A (50 mmol/L of Tris/HCI [pH 7.4], 5 mol/L of EGTA, 2 mmol/L of EDTA, 0.1
mmol/L of PMSF, 1 mmol/L of pepstathk 1 mmol/L of leupeptin, and 1 mmol/L of
aprotinin). Half othe homogenate was used for total fraction praeelysisThe remaining
portion was used for membrane and cytosolic separ&tomogenates were centrifuged at
500y for 10 minutes, the nuclei-rigiellet discarded, and the supernatant fluid redaged
at100 00@ for 1 hour at 4°C. The supernatant fluid (cytosfiction) was removed,
whereas the pellet, containing the particulietetion, was resuspended in lysis buffer A
containing 1% TritorX-100 and recentrifuged at 100 @dfor 1 hour. The resultant
supernatant fluid (now membrane-enriched fractiwa usedTotal or fractionated proteins
were separated by electrophoresisa 10% polyacrylamide gel and transferred onto a
nitrocellulosemembrane. Nonspecific binding sites were blocket &6 skinmilk in Tris-
buffered saline solution with Tween for 1 hati24°C. Membranes were then incubated with
specific antibodiesvernight at 4°C. Phospho-antibodies were as falamti—-eNOS
(Ser1177; Santa Cruz ), anti-Akt (Thr432; CRlinaling), anti—stress-activatpbtein kinase
(SAPK)/c-Jun N-terminal kinase (JNK; Thr183/Tyr1&=llSignaling) and anti- extracellular
signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2; Thr202/Tyr204|ISignaling). The respective
nonphospho-antibodies (1:1000) walso used: eNOS (Santa Cruz Biotechnology), Akt,
SAPK/INK and ERKL/2 (Cell Signaling). Anti-p47°* anti-Nox1, anti-Nox2 and anti-Nox4
(Santa Cruz Biotechnology). Anti- vascular cell esion molecule (VCAM-1; from Santa
Cruz Biotechnology) and anti-superoxide dismut&ed-1; from BioVision). After
incubation with secondary antibodies, signals wevealedvith chemiluminescence,
visualized by autoradiography, and quantifietsitometrically. GAPDH were used as

housekeepingroteins.
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Statistical Analysis. All values are expressed as mean + SEM. Statistoahparisons
between groups were made by analysis of varianBOWA) and each group was compared
with the others using Fisher’s protected leastiBa@ant difference (PLSD) test. Significance

was considered present when probability values wer@s.

RESULTS

Body weight, fat mass depot and citrate synthase taty

A high fat diet significantly increased body weigiitthe HFD-S rats compared to the CD-S
rats (p<0.001; Table.1). Exercise and diet modifocawere both beneficial in reducing body
weight. No significant difference was observedhe final body weight between the CD-S,
HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex groups. The retromergal and epididymdht pad mass

were also significantly greater in the HFD-S radsnpared to the CD-S (p<0.001; Table 1).
Exercise and low fat diet were both beneficial eéducing the body fat depot. Furthermore,
the combination of exercise and diet modificatitiFACD-Ex) had a significantly greater
effect than each modification individually did (Teld). Effectiveness of exercise was
determined by evaluating citrate synthase acti\iibyercise training significantly increased
the citrate synthase activity in the soleus musdéghe HFD-Ex and HF/CD-Ex rats

compared to the sedentary rats (p<0.05; Table.igh ihat diet or dietary change did not

affect the muscular citrate synthase activity.

Systolic Blood Pressure

As shown in Figure. 1A, high fat diet significanilycreased systolic blood pressure in the
HFD-S rats. Twelve weeks of physical exercise $icgmtly and progressively decreased

systolic blood pressure in both HFD-Ex and HF/CD+&ts than in HFD-S rats (p<0.001).
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The decrease in blood pressure was similar betteetwo trained groups. While modifying
the high fat diet to normal diet also significantlgcreased blood pressure, the lowering effect

was less pronounced than that obtained after eseeti@ining (p<0.05).

Plasma lipid, insulin, glucose, TNk and IL-6 levels

Total cholesterol and LDL-Cholesterol concentragiomthe plasma were greater in the HFD-
S than in the CD-S rats (p<0.01; Table.1l). Exereisd modified high-fat-to-normal diet,
lowered and “normalized” the total cholesterol dddlL-cholesterol levels in the plasma.
However, total cholesterol and LDL-cholesterol piasconcentrations were significantly
smaller in the HF/CD-Ex than in the HFD-Ex and HB/S rats (p<0.05). Plasma HDL-
cholesterol levels were not changed by the highliiett but they were significantly greater in
the trained groups (HFD-Ex and HF/CD-EX) than iae sedentary groups (CD-S, HFD-S and
HF/CD-S; p<0.05) (Table.1). However, the modifieghafat-to-normal diet did not alter the
HDL-cholesterol concentrations, which indicatesttii@®e change in HDL-cholesterol was
mainly due to exercise effects. The triglyceridenaantrations in the plasma were not
significantly different amongst the five groups bl&al). On the other hand, plasma insulin,
glucose, TNk and IL-6 levels were significantly higher in thé-B\-S than in the CD-S rats
(p<0.05). Exercise and modified high-fat-to-norrdadt improved and “normalized” plasma
insulin, glucose, pro-inflammatory cytokines levalo significant difference was observed

between the CD-S, HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex.rats

Plasma TBARS

Systemic oxidative stress evaluated using plasmAR® was significantly greater in the
HFD-S compared to the CD-S rats (p<0.05; TableEkgrcise significantly decreased the
TBARS in HFD-Ex and HF/CD-Ex rats as compared t® HFD-S rats (p<0.05; Table 1).
However, the modified high-fat-to-normal diet, didt display an decrease TBARS levels.
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Vascular reactivity

The endothelium-dependent vasorelaxation induced abgtylcholine was significantly
attenuated in the aorta from the HFD-S rats in anspn to the response obtained in the
aorta from the CD-S rats. The maximal relaxatioratetylcholine was significantly more
attenuated in the HFD-S than in the CD-S rats (3D. Fig.1B). Exercise and dietary change
to normal diet restored the endothelium-dependelakation to acetylcholine. However, the
relaxation response in the aorta from the exetcaring rats (HFD-Ex and HF/CD-Ex) was
greater than in HF/CD-S rats. The endothelium-iedelent vasorelaxation in response to

sodium nitroprusside was similar between all treathgroups (Fig.1C).

eNOS and Akt expression and phosphorylation

As shown in figure 2, total eNOS expression indbda (Fig. 2B) and heart tissues (Fig. 2F)
from exercised rats did not differ significantlpifn that of sedentary rats, whereas in the case
of eNOS phosphorylation, the ratio of phospho-eN@®tal eNOS was significantly lower

in the aorta of HFD-S than in the control group@%, Fig. 2A). Exercise was more
effective than dietary modification in increasimg tphosphorylation of eNOS in HFD-Ex and
HF/CD-Ex. Total Akt protein expression in the aofftig. 2D) and heart tissue (Fig. 2H) was
also similar across all groups, whereas in the oas&kt phosphorylation, the ratio of
phospho-Akt to total Akt was significantly greaieithe aorta from exercised rats than in
sedentary rats (p<0.05; Fig. 2C). High fat dietlietary change did not affect the
phosphorylation of Akt in the aorta. On the othandh, high fat diet significantly decreased
the phosphorylation of Akt in the heart tissuete HFD-S group in comparison to the

control and exercised groups. (p<0.05; Fig. 2G).
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NADPH oxidase activity and p47phox translocation

Figure 3 shows that lucigenin-derived luminescencthe aorta (Fig. 3A) and heart tissues
(Fig. 3D) was significantly higher in HFD-S ratsathin CD-S rats (p<0.001). Exercise and
dietary modification had the same beneficial efiectiecreasing NADPH oxidase activity.
Furthermore, p47° translocation, which is critically involved in ggering the activation of
NADPH oxidase, was increased in the aorta (Fig. @&R) heart tissues (Fig. 3E) from HFD-S
rats in comparison to the controls (p<0.05). Ndedénce was observed between CD-S,

HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-EX.
Protein expression of NADPH oxidase isoforms

As shown in figure 3C, NOX4 protein expressionha aorta was significantly greater in the
HFD-S group than in the CD-S group (p<0.05). Botlreise and dietary modification
decreased NOX4 expression. On the other hand, NED1NOX2 expression in the aorta
was the same across all groups (data no showrgwliske, NOX4 (Fig. 3F) and NOX 2 (data

no shown) protein expression in the myocardium sualar among all groups.
SOD-1 expression

As shown in figure 4A, exercise training signifitignincreased SOD-1 expression in the
aorta from HFD-Ex and HF/CD-Ex rats compared tosid@entary rats (p<0.05). High fat
diet or dietary change did not affect SOD-1 expoess the aorta, however. In contrast,

SOD-1 expression was not significantly differentoss all groups in the heart tissue

(Fig.4B).
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MAPK phosphorylation

As shown in Figure 5A, aortas from HFD-S rats digpd an increased ERK1/2
phosphorylation compared to CD-S rats (p<0.05)erEise was more effective than dietary
modification in decreasing ERK1/2 phosphorylatinorboth exercise trained groups.
SAPK/JINK phosphorylation was also increased in H&-Eats compared to the controls
(p<0.05; Figure 5B). Exercise and diet modificatwere both successful in reducing
SAPK/JINK phosphorylation. Contrarily, no signifi¢atifference was observed in the

ERK1/2 and SAPK/JNK phosphorylation in heart tissue
VCAM-1 expression

As shown in figure 6, VCAM-1 expression in the agi®A) and heart tissues (6B) was
increased in HFD-S rats when compared to conttsl Exercise and dietary modification had

the same effect in decreasing VCAM-1 expressidooith tissues.

DISCUSSION

The fat enriched diet given to rats is regardedragnportant factor in the
development of cardiometabolic abnormalities wahttires resembling those of the human
metabolic syndrom& The major finding of the present study is thareise improved
cardiovascular risks, including endothelial dysfiimt and high blood pressure, without the
need to necessarily switch from a high-fat to amairfat diet. These effects seem to be
related to modulate NADPH oxidase activity andnbpiove NO production/bioavailability

through the up-regulation of the eNOS cascade.

Obesity has been found to increase the incidencardiovascular diseas&s.

Previous experimental observations demonstratddtipha fat feeding impaired endothelium-
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dependent relaxation and ultimately caused hypsiaat’?* Furthermore, Cuevas et4l.
reported that even a single high-fat meal can teadtransient endothelial dysfunction in
healthy subjects. Research suggests that dietginyfat content is the culprit of endothelial
dysfunction and cardiovascular disorders. In tles@nt study, we showedthat high fat diet
increased systolic blood pressure and impaire@igethelium-dependent relaxation in
response to acetylcholine. Obese rats that werthpauagh exercise training and/or were
switched from a high fat to normal diet demonsttatalecreased systolic blood pressure, and
interestingly enough, displayed a restored endetihaysfunction. Regardless of the diet
modification used, trained rats exhibited a gredemrease in blood pressure than the
sedentary ones with modified diets did. It has &ksen noted that exercise successfully
restored and even increased the endothelium- andéy®ndent aortic relaxant response to
acetylcholine, once again regardless of the digtleyed. However, switching the diet of
sedentary rats from a high-fat one to the contiet, @nly improved this aortic relaxant
response but did not restore it completely. Ouwltedrave demonstrated that aerobic exercise
training was more effective than a dietary chamgeversing high blood pressure and
endothelial dysfunction. Corrected alterationthie expression and activity of eNOS, and
corrected alterations in vascular levels of supeas well as superoxide-mediated NO
inactivation, may be potential mechanisms at tlethef the increased NO bioactivity

instigated by exercise.

Previous experimental studies have reported theirsttress increases eNOS mRNA
and protein expression in human endothelial @dtkr exposure to laminar shear stréss.
Furthermore, human and animal investigations deiratesl that exercise improves vascular
function through shear stress-induced/Akt-depend®i@S phosphorylation at S&/.2>%°In
the present study, we found that total Akt and eNd@fein expression were unaffected by a

high fat diet or exercise. However, investigatio®NOS phosphorylation revealed that levels
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of Sef*’’ phosphorylation, which activates the enzyme, wedeiced in the aorta from obese
sedentary rats when compared to control rats. fifdeng is in line with other studies
clamming that chronic treatment with a high-fagtdnduced aortic endothelial dysfunction,
hypertension, and a marked reduction of eNOS plmgfation°?’ Interestingly, exercise
with or without diet modification increased eNOopphorylation at S&Y’, suggesting that
exercise increased eNOS activity independentihefdiet used. These effects of exercise
seem to be related in the increase of Akt phospéiion at Set’®in aortas from exercised
rats®® Our result suggest that shear stress—inducedidendent augment
eNOSphosphorylation at SEY”. This is an important molecular mechanism contiity to

the direct beneficial effects of exercise in enebt#t dysfunction induced by a high-fat diet.
On the other hand, switching from a high-fat deeatnormal fat diet was also able to improve
endothelial dysfunction and to increase levelsNiD8& phosphorylation more so in HF/CD-S
rat aortas than in HFD-S rats. However, this bemdfeffect was independent of Akt
phosphorylation in the aortas from HF/CD-S ratss ftossible that diet modification restored
NO bioavailability and corrected endothelial dysftion in HF/CD-S by reducing vascular

oxidative stress.

Clinical studies have identified elevated oxidatstress as an important mechanism
linking obesity to the increased risk of cardiovdac disease¥ There are several enzyme
systems that can potentially produce reactive omygpecies (ROS), including NADPH
oxidase, xanthine oxidase, a dysfunctional eNOStawacoupling, and enzymes of the
mitochondrial respiratory chaif.Strong evidence supports the idea that NADPH ®dds
the major source of ROS in the cardiovascular sysiany studies demonstrated an increase
in NADPH oxidase activity in the vessel wall of leyfensive animals?° Furthermore,

Hayashi et af® reported that inhibition of NADPH oxidase activitging apocynin, improved

endothelial dysfunction in diabetic rats, suggestimat NADPH oxidase play a major role in
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vascular damage. In our study, high blood presandeendothelial dysfunction were
accompanied by elevated NADPH oxidase activityardmovascular systems from HFD-S
rats. Furthermore, the p'? cytosolic subunit, which plays a pivotal role in RRH oxidase
activation® displays increased levels of translocation tow#ndsmembrane in cardiovascular
tissue from sedentary obese rats, confirming theegplation of NADPH oxidase. To shed
some light on which NADPH-oxidase isoforms are imedin the augmented cardiovascular
oxidative stress due to high-fat diet induced agesie measured gp91phox (Nox2) protein
expression and the putative vascular homologu#sotatalytic subunit, Nox1 and Nox4.
Interestinglywhile levels of Nox2 and Nox1 (data not shown) weoedifferent,

expressiomf Nox4, a major source of ©in endothelial celld® was markedly higher in aortas
from HFD-S. In the present study, exercise andier modification suppressed the
development of cardiovascular oxidative stressaadlby a high-fat diet. This effect seems
to berelated to a reduced NADPH oxidase activity throtighinhibition of the
p47"*translocation, as well as to a diminished Nox4resgion. Previous studies have
reported that Angiotensin Il plays an importanerwl vascular NADPH oxidase
activation®**For example, Adams et &f reported a positive relationship between increased
AT1/AT2 ratio and NADPH oxidase activity at mammaryery levels in patients with
coronary artery disease. In theesent study, increased NADPH oxidase activitywels as
p47"*translocation in the aortas and heartslmdse rat were not associated with activation
of renin angiotensin systems (RAS). In additiomt@in expression of AT1 and AT2
receptors was not altered. Moreover, exercise dseteNADPH oxidase activity and
modulated p47°*translocation in the aorta and heart, without éasing AT1 and AT2
expression. Our findings indicate an inactivatioN&DPH oxidase with exercise,
independent of RAS inactivation. These results wemnflict with previous studies which
demonstrated that exercise, via shear stress,@sdEl expression along with vascular

NADPH oxidase activity? Recent in-vitro studies have reported that théopiged exposure
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of human endothelial cells to laminar shear stiedigced a reduction of superoxide
production, as well as mRNA and protein expressioNox2 and p47'* This effect
disappeared upon inhibition of eNOS through L-NAMIEmMonstrating a direct effect of
shear stress-induced stimulated NO in NADPH oxidegalation®® In our study, it is
suggested that exercise-induced shear stress maydhractly modulated activity/expression

of NADPH oxidase.

On the other hand, obesity was associated withnehiroflammation characterized by
macrophage infiltration in adipose tissti@he latter is responsible for the majority of pro-
inflammatory cytokines such as TNF* This abnormal production of TNé&played a direct
role in the development of insulin resistadt@NF-o can equally activate JNK, which, in
turn can also play a role in insulin resistarfftadditionally, an in-vitro study has reported
that the prolonged exposure of human endothelld e TNF-o induced an augmentation of
ROS, via increased expression of Nox2 and Nd8ubsequently, ROS can equally activate
JNK pathways, similarly playing a role in the dex@hent of insulin resistané& However,
our results showed that obesity increased plaswedslef TNFe as well as vascular protein
expression of JNK, and that dietary modificatioonrmalized” these effects. It is possible that
a reduction of visceral adipose tissue, achieveld dietary modificationcaused a decrease
in macrophage infiltration. This effect led to a@wetion in TNFe production, which may
have directly or indirectly improved insulin resiste, thus, reducing atherogenic risk.

However, further research is needed to confirmriieshanism.

We also considered the possibility that exercis#@ndiet modification exerted an
antioxidant effect by increasing the expression@mnalctivity of superoxide dismutase
(SOD), a major antioxidant enzyme in arteries thatts with and reduces the bioavailability
of the superoxide anioflIn the present study, we showed that a high-fatatielietary

change from high to normal fat diet did not aff8@D1 (Cu/Zn) expression in cardiovascular
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systems. Interestingly, SOD-1 expression in théaadrom both exercise trained groups
increased independently of diet used. This up-edgui of SOD was accompanied by an
increase in the endothelium- and NO-dependentca@itixant response to acetylcholine.
Therefore, our findings clearly show a strong relahip between the improved relaxant
response seen in trained animals, as well as inghkregulation of SOD-1 expression. This is
consistent with previous reports demonstrating ¢thabnic exercise training increased SOD-1
expression associated with the improved endothayisfunction’® However, the exact
reasons for such an up-regulation are unknows.pbssible that laminar blood flow induced

by exercise training ameliorates the activity/esgren of the anti-oxidant enzyme.

In summary, our data demonstrated that lifestyteruention, including aerobic
exercise and dietary modification, reverse cardiaimgic abnormality linked to obesity. We
provide the direct evidence that exercise trainiagardless of diet employed, reduced
oxidative stress and improved endothelial dysfumcin high-fat diet-induced obese rats.
This protective mechanism can be attributed tartbeeased NO production/bioavailability
due to the up-regulation of Akt-dependent eNfb8sphorylation, the down-regulation of

NADPH oxidase activity, and lastly, the modulatmmantioxidant systems such as SOD1.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Blood pressure, Body weight, Fat mass ar@itrate synthase activity

CD-S HFD-S HFD-EX HF/CD-Ex
Blood pressure (mmHg)
Initial 126 +2.28 123,7 +2.33 127.12+25 123.4+2.8 126.5 + 2.63
Final 132.5 +1.2 163.5+1.23** 1453 +1.75%5+%* 141 +0.85%%* 137+1.5%%*
B‘I’gﬁ’i;‘l’e'ght ) 219 + 4 221 +4 220 + 4 220+5
Final 670+9 850 + 26%** 710 + 29%% 677 + 28%% 655 + 15%°
Retroperitoneal fat mass (g) 8.2+0.4 30.6 + 2.7%* 11.5 +1.33%*° 15.4 +2.1%%%¥  §75+0,17%°
Epididymal fat mass (g) 6.4 +0.31 10.7 + 0.62%*+ 6.7 +0.5%° 7.5+0.84%%¥  500+0,21%°
Citrate synthase activity 110 +12 117 +8 190 +17+%1 166 + 14 %51

(nmol/min/mg protein)

All data are expressed as mean + SEM for CD-S, I3-BH-/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex

rats, n = 7-10 rats/group.
"P<0.05,” P<0.001 vs. CD-S,
¥P<0.05,**%P<0.001 vs. HFD-S,
'P<0.05 vs. HF/CD-S,

*P<0.05 vs. HFD-EX,

¥P<0.05 vs. HF/CD-Ex. |,
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Table 2. Plasma lipids, insulin, glucose, TN&; IL-6 and TBARS

CD-S HFD-S HF/CD-S HFD-EX HF/CD-Ex
Plasma total cholesterol (g/l) 0.71+0.03 0.96 + 0.02* 0.76 +0.04° 0.78 +0.04%* 0.68 +0.01°
Plasma HDL-Cholesterol (g/l) ~ 0.21 +0.01 0.22+0,01 0.21 +0.01 0.28 +0.01**" 0.26 +0.01**"
Plasma LDL-Cholesterol (g/l) 0.22 +0.03 0.47 £ 0.04* 0.26 + 0.02%¥ 0.24 +0.03* 0.18 £0.01°
Plasma triglycerides (g/1) 1.3+0.08 1.34+0,13 1.36 £0.12 1.24+0.15 1.23+£0.09
Plasma insulin (ng/ml) 8.2+0.73 19 + 2.5+ 11.43 +1.51° 7.4+153° 9.1+0.88°
Plasma glucose (mmol/l) 10.6 + 0.26 13 + 0.55* 10.6 +0.5° 9.73 +£0.29° 9.4 +0.26°
Plasma TNFa (pg/ml) 77.9 £10.01 122.3 +8.33* 61.8+10.87° 50.6 + 6.70° 71.2 +16.22°
Plasma IL-6 (pg/ml) 40.2 +3.16 60.1 +11.11* 42 +4.08° 32.5+4.37° 36.1 +4.63°
Plasma TBARS (nm/ml) 2+0.05 2.43 £ 0.22* 2.16 + 0.08** 1.72 £ 0.09° 1.76 £ 0.01°

All data are expressed as mean + SEM for CD-S, I3-BH-/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex
rats, n = 7-10 rats/group.

HF/CD-Ex rats, n = 7-10 rats/group.

"P<0.05 vs. CD-S,

$P<0.05 vs. HFD-S,

'P<0.05 vs. HF/CD-S,

*P<0.05 vs. HFD-EXx,

¥P<0.05 vs. HF/CD-Ex.
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Figure 1. Dose repose curves in aortic rings to acetylcho{eand sodium nitroprusside
(B) in CD-S, HFD-S, HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-ExgaSBP was measured every 2
weeks for 24 weeks. Results are presented as me@B#1. n = 7-10 rats/group. P<0.001

vs. others groups,P<0.05 vs. CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex.
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Figure 2. eNOS, p-eNOS (Serl1177), Akt and p-Akt (Ser473) esgion. Upper panels,
representative immunoblots for eNOS and Akt phosghtion and expression and GAPDH
expression. Lower panels, corresponding bar graphew densitometric data for
phosphorylation for eNOS in aorta (A) and in h€kit the expression for eNOS in aorta (B)
and in heart (F), the phosphorylation for Akt orta (C) and in heart (G) and the expression
for Akt in aorta (D) and in heart (H) from CD-S, BFS, HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex
rats. Results are presented as means + SEM of & experiments.P<0.05 vs. CD-S,

$P<0.05 vs. HFD-S'P<0.05 vs. HF/CD-S.
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Figure 3. Bar graphs represent NAD(P)H oxidase in aorta (#) im heart (D) homogenates
evaluated by lucigenin-derived chemiluminescendw®iag p47phox translocation as ratio of
membrane: cytosol expression in aorta (B) and arth@&), and NOX4 protein expression in
aorta (C) and in heart (F) from CD-S, HFD-S, HF/SPHFD-Ex and HF/CD-Ex rats. Upper
panels, representative immunoblots are shown. Beard presented as means + SEM of 6 or

8 experiments.P<0.05,” P<0.001 vs. CD-SP<0.05,*%P<0.001 vs. HFD-S.
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Figure 4. SOD-1 protein expression in aorta (A) and in he@). Upper panels,
representative immunoblots for SOD-1 and GAPDH esgion. Lower panels, corresponding
bargraphs show densitometric data for SOD-1 expressi@D-S, HFD-S, HF/CD-S, HFD-
Ex and HF/CD-Ex rats. Results are presented assne&&EM of 6 or 8 experiment$<0.05

vs. CD-S%P<0.05 vs. HFD-S'P<0.05 vs. HF/CD-S.
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Figure 5. MAPK phosphorylation. Upper panels, representatmenunoblots for MAPK
protein phosphorylation and expression. Lower pgnebrresponding bar graphs show
densitometric data for phosphorylation of ERK 1#2aorta (A) and in heart (C) and
SAPK/JNK in aorta (B) and in heart (D) from CD-SBt+S, HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-
Ex rats. Results are presented as means + SEMoof86experiments.P<0.05 vs. CD-S,

$P<0.05 vs. HFD-S.
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Figure 6. VCAM-1 protein expression in aorta (A) and in hegB). Upper panels,
representative immunoblots for VCAM-1 and GAPDH megsion. Lower panels,
corresponding bagraphs show densitometric data for VCAM-1 exprassioCD-S, HFD-S,
HF/CD-S, HFD-Ex and HF/CD-Ex rats. Results are gmésd as means £+ SEM of 6 or 8

experimentsfP<0.05 vs. CD-S*P<0.05 vs. HFD-S.
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4. Discussion et conclusion

L’obésité est souvent associée a une dysfonctidotbgliale et a un risque athérogéne
important (Eckel et coll., 1997 ; Elmarakby et co#010). Cependant, la nature exacte de
cette relation reste encore a définir. Le stresglatif semble étrein des principaux maillons
reliant 'obésité a la dysfonction endothéliale ainsi quiasgue athérogene. Le principal
résultat de cette étude est que I'exercice physiggsocié ou non a un changement du régime
alimentaire (du régime hyperlipidigue au normodigue), est capable de corriger la
dysfonction endothéliale induite par la consomnratahronique d’'un régime alimentaire
hyperlipidique. Cet effet thérapeutique de I'exagcsemble lié a une amélioration du stress
oxydatif au niveau vasculairga une diminution de l'activité de la NADPH oxydast,une
stimulation des défenses antioxydamés une augmentation de I'expression de la SOD1,

suggérant ainsi une augmentation de la biodispidgiliu NO.

Le stress oxydatif semble jouer un rdle crucial sdde développement de la
dysfonction endothéliale dans I'obésité (Morrowcell., 2003). Dans notre étude, nous nous
somme intéressés principalement a I'étude du compémzymatique NADPH oxydase au
niveau cardiovasculaire. Ainsi nous avons, danpremier temps, mesuré I'activité totale de
la NADPH oxydase, puis par la suite nous avonsuévlhctivation de ce complexe par la
mesure de la translocation du cytosol vers la mambcellulaire, de la sous-unité P¥7
(principal acteur dans l'activation de la NADPH dage), et enfin nous avons déterminé
I'expression des sous-unités membranaires de la MNADxydase, & savoir Nox1, Nox2 et
Nox4. Nos résultats montrent que le régime alimenta induit une augmentation de
I'activité de la NADPH oxydase au niveau de I'aatadu cceur dans le groupe de rats obéeses
par rapport aux rats contréles. D’'une facon ingaete, la translocation de la sous-unité

p47"*vers la membrane cellulaire est augmentée aussildagroupe obése par rapport aux
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rats normaux, suggerant que I'obésité stimuleivation du complexe NADPH oxydase. Nos
résultats mettent aussi en évidence une augmantdgidexpression de la Nox4 au niveau de
l'aorte et non celle de la Nox1 ou de la Nox2, frggt que la Nox4 serait la principale
source de génération de ROS au niveau vasculaicews de I'obésité. Dans cette étude, la
modification du style de vie supprime le stressdatif au niveau cardiovasculaire. En effet,
nos résultats montrent une diminution de l'activivéale de la NADPH oxydase dans les
groupes intervention. De plus, nous montrons paupremiere fois que I'exercice et/ou le
changement de la diéte inhibe la translocation desobus-unité p&7? au niveau
cardiovasculaire. Notre étude démontre égalememnt’gxercice ou le changement de la diete

diminue I'expression de la Nox4 au niveau vascalair

D’autre part, nous avons considéré que l'obésitiiitnune diminution des défenses
antioxydantes de I'organisme. C’est pourquoi nowma déterminé I'expression de la SOD1
au niveau de l'aorte et du coeur. Nos résultats reongue I'expression de la SOD1 n’est pas
affectée par le régime hyperlipidique. D’'une fage@marquable, notre étude montre que
I'exercice, indépendamment de la diete utiliségnaente I'expression de cette enzyme anti-
oxydante au niveau vasculaire. Le changement dbéle n’affecte pas I'expression de la
SOD1. Ces observations montrent bien que seul rbee est capable de stimuler les

défenses antioxydantes de I'organisme.

En somme, I'exercice physique et/ou le changementaddiéte sont capables de
corriger les facteurs de risque cardiovasculairés & I'obésité incluant la dysfonction
endothéliale et I'hypertension artérielle, avecetiiet bénéfique plus prononcé de I'exercice.
Cet effet anti-athérogene semble lié a une améloradu stress oxydatif au niveau
cardiovasculaire via une diminution de I'exprestotivité de la NADPH oxydase et une

augmentation de I'expression de la SOD1.
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La prévalence de I'obésité est en constante augti@mtdans nos pays occidentaux. Parmi
les causes les plus souvent citées par la littérattientifique pour expliquer 'émergence de
ce fléau, on retrouve les facteurs constituantBigg dwo», soit la sédentarité et la mauvaise
hygiéne alimentaire. Malgré la récente prise desc@mce des pouvoirs publics, et les efforts
déployés pour promouvoir des habitudes alimentghes saines et la pratique du sport (on
peut citer en exemple les campagnes publicitaigeswant du Programme National Nutrition
Santé, 2001), il reste encore beaucoup a faire pamvenir a sensibiliser 'ensemble de la
population. Or, les différentes études menéessuje montrent bien I'importance d’adopter
un mode de vie sain, lequel joue un rble a la foidventif et curatif. Il apparait donc
aujourd’hui primordial de poursuivre la recherclogestifique en ce sens, car les résultats
obtenus constitueront un levier d’action fort, etrpettront ainsi de conforter I'Etat sur le
bien-fondé de toute action entreprise dans ce dwnél’est bien la la volonté qui sous-tend
notre travail, qui nous l'espérons permettra d@mri les connaissances scientifiques

existantes.

Nos résultats montrent que la pratique régulierd’ekercice physique, avec ou sans
modification des habitudes alimentaires, corrige facteurs de risque cardiovasculaire
apparus lors du développement de I'obésité. En, daercice physique aérobie, méme avec
la consommation réguliere d'un régime alimentair®bésogene » et « Athérogéene », est
capable de traiter les composantes cliniques ddreyme métabolique incluant I'hypertension
artérielle, l'insulinorésistance et la dyslipidémiges résultats ne concordent pas totalement
avec les recommandations actuelles concernanisa @n charge de I'obésité et du syndrome
métabolique (PNNS, 2001). En fait, ces derniérsssient sur une modification du style de
vie globale, et ne dissocient jamais I'approcheritiohnelle de la pratique réguliere de
I'exercice physique. De méme, dans la pratiqueigpi®, I'approche nutritionnelle et le

traitement pharmacologique semblent étre en prenligne dans la prise en charge de
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'obésité et de ses complications associées (Dsckeret Carek, 2009; Shewmake et
Huntington, 2009), bien que I'approche nutritiotmeptimale ne fasse pas toujours l'objet
d'un consensus (Foreyt et coll., 2009). Nos résustaulévent ainsi plusieurs questions sur les
stratégies choisies dans le cadre de la préveeatidn traitement de I'obésité. Par exemple, la
pratique réguliere d’'une activité physique sans ifrcadion des habitudes alimentaires
prévient-elle le développement de l'obésité ? Lent&@inement a I'effort sans approche
nutritionnelle ou pharmacologique traite-t-il lefeurs de risque cardiovasculaire associés a
'obésité ? D’autres travaux supplémentaires notaninctliniques sont nécessaires pour
répondre a ces questions, ainsi que pour défintehsité et le volume d’exercice préconiseé,

dans le cadre de la prévention ou du traitement.

Nos résultats mettent également en lumiere leamemes moléculaires sous-jacents
par lesquels I'exercice exerce son rble anti-atpgne et ameéliore ainsi la fonction vasculaire.
L’exercice physique semble corriger la dysfoncterdothéliale, via une amélioration de la
production/biodisponibilité du NO. Nos résultats ntrent que la pratigue réguliere
d’exercice, avec ou sans modification du regimmatitaire, améliore la voie signalétique de
la eNOS, probablement suite a une élévation degdode cisaillement. En effet, I'exercice
physique, a travers les forces de cisaillementygé la phosphorylation de I’Akt sur la serine
478, qui elle méme a son tour entraine la phospditry de la eNOS sur la sérine 1177,
suggérant une augmentation de l'activité de la eNR& résultats confirment les études
antérieures qui avaient démontré une amélioratolad/oie Akt/eNOS phosphorylée suite a
un programme d’exercice physique autant chez I'her{ifambrecht et coll., 2003) que chez
I'animal (Moien-Afshari et coll., 2008). Ainsi, neusuggérons que I'amélioration de cette

voie signalétique représente un important mécanisaeeulo-protecteur de I'exercice.
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D’autre part, I'activité physique semble aussiiawm potentiel antioxydant. A cet
égard, nous montrons que la pratique régulieréexercice en endurance est accompagnée
d’'une augmentation de I'expression de la SOD1 aeau de I'aorte. Nos résultats sont en
accord avec des travaux antérieurs qui ont démoqtré I'exercice physique, via
I'accroissement des forces de cisaillement, augeniétpression de cette enzyme et améliore

ainsi la fonction endothéliale (de Moraes et c@008 ; Rush et coll., 2003).

La NADPH oxydase représente la principale soucprdduction des ROS au niveau
vasculaire et joue un réle important dans le déymiwent de la dysfonction endothéliale et de
I'hypertension artérielle (Paravicini et Touyz, 800Sedeek et coll., 2009). Il semble qu'il
existe une relation entre l'activation du systeréeime angiotensine (RAS) et celle de la
NADPH oxydase. Il a été démontré que I'associatienl’angiotensine Il a son récepteur
AT1, au niveau des cellules musculaires lissesuwlases, stimule la phosphorylation et la
translocation de la sous-unité B%¥? du cytosol vers la membrane, entrainant ainsi
I'activation du systeme NADPH oxydase (Touyz etl.c@003). De méme, Landmesser et
coll., (2002) ont mis en évidence que l'administratde I'angiotensine Il entraine une
augmentation de la production de #Q@hez la souris standard, contrairement a la souris
p47"*" démontrant ainsi le rdle crucial de la P®7 dans I'activation de la NADPH
oxydase, induite par I'angiotensine Il. De plus,aAt et coll., (2005) ont montré, chez les
patients coronariens, une relation positive entagiginentation du rapport AMAT, et
l'activité de la NADPH oxydase au niveau des ageneammaires. Dans notre étude,
l'augmentation de I'activité de la NADPH oxydasisa que la translocation de la pA%
chez les rats obéses au niveau de 'aorte et du, coétaient pas associées a une activation
du systeme RAS, puisque I'expression des récepfelr®t AT, n’était pas altérée. De plus,
I'exercice physique diminue I'activité de la NADRItydase et module la translocation de la

p47"* au niveau du coeur et de l'aorte, sans pour adiamihuer I'expression des ATet
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AT,. Ces résultats indiquent que I'inactivation d&NWDPH oxydase par I'entrainement dans
notre modele passe par une voie indépendante tensyfRAS. Nos résultats ne sont pas en
accord avec les travaux antérieurs qui ont effeatent démontré que I'exercice physique,

via l'accroissement des forces de cisaillementuiindne réduction de I'expression des

récepteurs A7 associée a une diminution de l'activité de la NADBKkydase au niveau

vasculaire chez les patients coronariens (Adamslkt 2005).

Ainsi, nous suggeérons que I'exercice physique rMedactivité et I'expression de la
NADPH oxydase, par une voie indépendante d'une fination de I'expression des
récepteurs AT1 et du RAS. Récemment, il a été ma@povitro que I'exposition prolongéee
(24 heures) des cellules endothéliales humainessafatces de cisaillement entraine une
réduction de la production de bQainsi qu’'une diminution de I'expression des ARKEhUes
protéines des sous-unités de la NADPH oxydase ox27"%% Cet effet disparait lorsqu’on
inhibe la eNOS par le L-NAME, démontrant ainsi dietedirect du NO dans la régulation de
la NADPH oxydase (Duerrschmidt et coll., 2006). imous suggérons que l'exercice, via
I'accroissement des forces de cisaillement, modlalgression et I'activité de la NADPH
oxydase par une voie NO-dépendante (figure 7)uetogtte derniére représente un important
mécanisme par lequel I'exercice physique exerce iKb@ anti-athérogene et vasculo-

protecteur.
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Figure 7. Proposition des mécanismes expliquant la voie ditibn de la NADPH oxydase

NO-dépendante.

Nous montrons aussi que le changement de la di&k est capable de moduler
I'expression et l'activité de la NADPH oxydase. Gdtet semble indépendant de la voie
Akt/eNOS phosphorylée puisque la phosphorylation'd&t n’est pas affectée par la
modification du régime. Comme nous l'avons ment@nprécédemment, I'obésité est
associée a un état inflammatoire chronique caiaét@ar une infiltration des macrophages au
niveau du tissu adipeux, et que ces derniers ssponsables de la majeure partie de la
production des cytokines pro-inflammatoires comm&NF-a (Weisberg et coll., 2003 ; Xu
et coll., 2003). Cette production anormale de TdNReue un rOle direct dans le
développement de la résistance a l'insuline (Ruadt, 2001 ; Ozes et coll., 2001). Cette
cytokine peut également activer la JNK, qui, a gmr, peut jouer un réle dans I'insulino-
résistance (Hirosumi et coll., 2002). De plus, ié& rapportén-vitro que I'exposition

prolongée des cellules endothéliales humaines ikirewau TNFe entraine une augmentation
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de la production des ROS, via une augmentatioriedgriession de la Nox2 et de la Nox4
(Yoshida et coll., 2008). Les ROS peuvent égalendel@tur tour activer la voie de la JNK
(Erol, 2007), jouant ainsi un réle dans le dévetpent de la résistance a l'insuline. Or, nos
résultats préliminaires a ce sujet montrent qubéiité augmente les taux plasmatiques du
TNF-a, et que le changement de la diete les normaligst Ipossible que la réduction de la
masse adipeuse viscérale, engendrée par la madificdu régime, induit une diminution de
l'infiltration des macrophages. Cela engendre ungrdition de la production de TNé&-ce

qui peut entrainer d’'une facon directe ou indiragte ameélioration de I'insulinorésistance,
diminuant ainsi le risque athérogene (figure 8)p&wlant, cette relation reste a confirmer

dans des études futures.
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Figure 8. Proposition des mécanismes expliquant la diminutiorrisque athérogéne par la

modification du régime alimentaire dans I'obésitéexercice physique peut agir de fagon
similaire.
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Ainsi, notre étude montre bien que I'exercice pipys et/ou la modification du régime
alimentaire diminue le stress oxydatif au niveamdmvasculaire, via une modulation de
I'expression/l'activité de la NADPH oxydase. Cepant] la littérature scientifique montre
que les ROS sont générés par une multitude d’erzyawre que le systtme NADPH
oxydase, commda xanthine oxydase, les cyclooxygénases, ou entengyme eNOS
découplé, (Cai et Harrison, 2000; Wassamann et, @d04) Or, dans notre étude, nous
n'avons pas pu déterminer la contribution exacteauaplexe enzymatique NADPH oxydase
dans la production des ROS, car nous n’avons pgabérce systema-vivo. Il serait donc

nécessaire de procéder a d’'autres études pour ei@mxnprendre, en I'inhibant.

D’autre part, nous avons rapporté que I'obésitéaare une activation de la NADPH
oxydase via 'augmentation de la translocationadpd?"* du compartiment cytosolique vers
la membrane. Parallelement, nous avons observeé lebaats obeses une augmentation de
I'expression de la Nox4 alors que celle des NoxINek2 était similaire dans tous les
groupes. Bien que ce résultat soit intéressatignedirect entre la translocation de la P#7
et I'expression/lI'activité de la Nox4 est contras&r Plusieurs auteurs, suggerent que la
régulation de la Nox4 se fait d’'une facon indépeneale la p4%°* (Shiose et coll., 2001 ;
Serrander et coll., 2007). Ainsi pour mieux comgrennos résultats, il nous parait
indispensable d’étudier dans des travaux futurselition exacte entre la translocation de la
p47"% et I'expression de la Nox4. Pour ce faire, nousppsons d'inhiber d'une fagon
spécifique la phosphorylation et la translocatienlal p47"°* Nous proposons également de
déterminer la contribution directe de TNFdans la régulation de la Nox4. Nous supposons
que l'obésité entraine une augmentation de lI'exgioesde la Nox4 via une voie TNE-

dépendante.
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Discussion générale et conclusion

En conclusion, I'exercice physique, indépendamnaenta diete utilisée, est capable
de supprimer le risque athérogéne lié a I'obésiet effet vasculo-protecteur de I'exercice
semble lié a une augmentation de la productionigpamohibilité du NO via 1) une
amélioration de la voie Akt/eNOS phosphorylée, 2e wWiminution de l'activité de la
NADPH oxydase et 3) une augmentation de I'expresdies enzymes antioxydantes comme
la SOD1. Ainsi, I'exercice physique, associé ou ronun changement des habitudes
alimentaires, devrait étre considéré comme undeégira privilégiée, a la fois sur le volet
préventif et thérapeutique, pour combattre I'émecge de I'obésité et des maladies
cardiovasculaires. Il est donc primordial de prowwula pratique des activités physiques et
sportives dans notre société, ce qui passe obiigatent par une démarche éducative, afin
que le grand public puisse comprendre et intégmaétét de ces pratiques dans leur vie
quotidienne, et soit sensibilisé aux effets béngfigque cela peut avoir sur la santé et le bien

étre en général.
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