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Introduction

Introduction

On assiste de nos jours a une augmentation de la prévalence des maladies cardiovasculaires
qui représentent, selon I'Organisation Mondiale de la santé (OMS), la premiere cause de
mortalité dans le monde. La mortalité par maladies cardiovasculaires est la plus élevée par
rapport aux autres causes (OMS, 2010). L'estimation du nombre de déces imputables aux
maladies cardiovasculaires s’éléve a 17.3 millions soit 30% de la mortalité mondiale totale.
On estime que 7.3 millions sont dus a une cardiopathie coronarienne et 6.2 millions a un
Accident Vasculaire Cérébral (AVC) (Woo et coll, 2013). L’augmentation de la prévalence

de ces maladies n’est pas limitée aux pays industrialisés mais également elle touche les pays
en voie de développement. Il est rapporté que, plus de 80% des déces interviennent dans des
pays a revenu moyen ou faible et touchent presque également hommes et femmes (OMS,
2011). Des prévisions de I'OMS affirment que, d’ici 2030, prés de 23.3 millions de personnes
mourront d’une maladie cardiovasculaire (cardiopathie ou AVC principalement). Les
maladies cardiovasculaires sont favorisées et surviennent suite a des facteurs de risque liés a
une mauvaise hygiene de vie, une mauvaise alimentation, I'obésité, le tabagisme, la

sédentarité, 'hypertension artérielle, le diabéte et I'hyperlipidémie (Lim et coll, 2013).

Depuis 1980, il a été démontré que la couche la plus interne (en contact avec le sang) des
vaisseaux, appelée I'endothélium, joue un r6le primordial dans la régulation de la
vasomotricité. Cette régulation s’effectue par la production de facteurs vasoconstricteurs et/ou
vasodilatateurs biologiquement actifs dans le but d’augmenter ou de diminuer la résistance
vasculaire. De plus, I'endothélium régule la prolifération des cellules musculaires lisses

vasculaires et 'agrégation ainsi que I'adhésion plaquettaire (Golbidi et Laher, 2013).
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Par ailleurs, entre autres, I'endothélium module la coagulation, les processus inflammatoires
et 'angiogenese (Verma et Anderson, 2002). Le dysfonctionnement endothélial est souvent la
cause d’apparition de maladies cardiovasculaires graves (infarctus du myocarde, accidents
vasculaires cérébraux, etc...). La dysfonction endothéliale, en termes de vasomotricité, est
définie comme une altération fonctionnelle caractérisée par une réduction de la production de
substances vasodilatatrices et une augmentation de celle de substances vasoconstrictrices

dérivées d’'origine endothéliale.

Il est a noter que la plupart des patients ayant des troubles du métabolisme glucidique, plus
connu sous le terme de « diabete », développent des complications cardiovasculaires séveres
(Rubler et coll, 1972 ; Vanhoutte et coll, 2013). Cette pathologie, considérée par 'OMS
comme une pandémie, est un véritable probleme de santé publique. Selon 'OMS, en 2000 le
nombre de personnes atteintes de cette pathologie a travers le monde est estimé a 171
millions, a 265 millions en 2010, a plus de 347 millions de nos jours et pourrait atteindre 440
millions d’ici 2030 (Wild et coll, 2004). L'incidence du diabete augmente considérablement
dans les pays en voies de développement a cause d’une mauvaise alimentation, de I'obésité et
de la sédentarité. Selon 'OMS, plus de 80% des déces par diabete se produisent dans les pays
en développement (Mathers CD et coll, 2006). La santé et I'exercice physique ont été, dans
certaines cultures considérés comme strictement complémentaires et comme des piliers
essentiels du mode de vie. Maintenant, une prise de conscience se fait et celle-ci s’appuie tant
sur des données scientifiques que sur des évidences pragmatiques. Ainsi « bouger » permet
de prévenir ou de limiter I'apparition de certaines pathologies cardiovasculaires associées par

exemple au diabete, a la sédentarité, au surpoids et a I'obésité. En conséquence, tout moyen
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thérapeutique ou préventif amenant a une amélioration transitoire ou continue de la perfusion
myocardique, cérébrale ou musculaire ne peut étre que bénéfique sur le plan fonctionnel.
C’est pourquoi, une activité physique et sportive (surtout de loisir) réguliere et une

modification adaptée des habitudes alimentaires sont actuellement reconnues comme des
moyens préventifs. Il est en effet démontré par des sources scientifiques et épidémiologiques
gue des maladies cardiovasculaires se développent consécutivement a une période de

sédentarité trés longue (Leung FP et coll, 2008).

Il est bien connu que I'entrainement physique est associé a une augmentation de la capacité
des vaisseaux sanguins a transporter le sang. Cette capacité est le résultat de nombreuses
adaptations au niveau du systeme cardiovasculaire, notamment au niveau de I'endothélium
avec une augmentation de la vasodilatation endothélium-dépendante chez des sujets entrainés.
En effet, 'endothélium, connu pour ses fonctions de régulation et de maintien de I'équilibre
vasomoteurs et de I'homéostasie, répond a chaque stimulus physique ou chimique par la
libération de substances vasodilatatrices comme le monoxide d’azote (NO), la prostacycline
(PGI2), I'endothelium derived hyperpolarising factors (EDHF), I'adénosine triphosphate
(ATP) et lI'adénosine diphosphate (ADP) et de substances vasoconstrictrices (endothéline
ET1, thromboxane A2 et prostaglandine H2) (Pitré et coll, 1998). D’autre part, le systeme
nerveux autonome (systeme sympathique et parasympathique) est impliqué dans la régulation
de la vasomotricité par lintermédiaire, entre autres, des récepteurs adrénergiques,
cholinergiques et purinergiques (Saiag et coll, 1996). En effet, au niveau des terminaisons
nerveuses périvasculaires, la noradrénaline et [lacétylcholine (ACh) sont libérées

conjointement avec I'ATP pour agir sur leurs récepteurs spécifiques musculaires lisses ou
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endothéliaux. L'ATP est certes une molécule importante d’'un point de vue énergétique et
dans la régulation cellulaire (Communi D et coll, 1996) mais c’est aussi un neuromédiateur
(présent dans la vésicule pré-synaptique noradrénergique et cholinergique). L'ATP est, entre
autres, libéré par les plaquettes, les muscles, les cellules endothéliales, les cellules nerveuses
(Burnstock G et coll. 1990) (Milner P et coll. 1990). L’ATP une fois libéré, agit soit
directement soit sous forme d’ADP ou d’AMP ou d’adénosine sur des catégories cellulaires
adjacentes (muscle lisse vasculaire et endothélium). L'ensemble de ces molécules est
impliqué dans des mécanismes de régulation de la vasomotricité, la prolifération cellulaire et
'induction de sécrétions par des glandes endocrines et exocrines. Woo et coll. (2004), ont
montré que la fonction endothéliale est améliorée grace a un régime et I'activité physique
chez les enfants obeses. Watts et coll. (2004), ont prouvé qu’un programme d’entrainement
adapté améliore le fonctionnement vasculaire chez les adolescents obeses. Cohen et coll.
(2008), ont montré qu’un programme d’entrainement adapté améliore la fonction endothéliale
chez les adultes diabétiques. Kim et coll. (2006) ont montré que plus le nombre de facteurs
de risques cardio-vasculaires augmente plus la fonction endothéliale est dégradée. Melikian et
coll. (2008), ont montré que chez les sujets atteints d’'un syndrome métabolique, la fonction

endothéliale est plus dégradée.

De plus, il a été montré que d’autres molécules appartenant au systeme antioxydant (le Stress
Oxydant, SO) interviennent dans la régulation de la vasomotricité lors de complications
diabétiques en piégeant le NO (par I'anion superoxide). De méme, I'activité physique aigué

est productrice de SO et peut amener a une perturbation de la vasomotricité NO-dépendante.
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Introduction

Les connaissances relatives aux effets de I'exercice sur la paroi vasculaire et particulierement
'endothélium, de sujets sains, sont maintenant de plus en plus connues pour ce qui concerne
la relaxation endothélium dépendante a ’ACh et dans une moindre mesure aux purines. Saiag
et al 1996,0nt montré dans une étude comparative qu’'un ADP stéatiefosine-5-O-(2-
thiodiphosphate) ou ADOFS) induit une vasodilatation via des récepteurs purigeeg P2Y
endothéliaux entrainant la libération par I'endothélium de PGI2 et de NO. Par contre, peu
d’'informations sont acquises quant a I'impact de I'exercice sur la relaxation endothélium
dépendante lorsqu’un trouble du métabolisme glucidique est installé. Par ailleurs, la plupart
des études chez des diabétiques ont été réalisées avec des activités physiques modérées
(Heyman E et coll, 2007). Il est classiguement admis que cette activité physique modérée
permet d’améliorer la vasodilatation endothélium dépendante. En revanche, lorsque I'activité
physique est intense aussi bien chez les sujets sains que chez les sujets pathologiques, les
effets sur la fonction endothéliale sont tres controversés (Walsh et coll 2003).Dans cette
optique, nous allons élaborer un protocole dans lequel seront étudiés les effets d'un

entrainement intense chez des rats diabétiques de type 1.

De ce fait, dans une premiére étude, I'objectif est d’évaluer les effets de I'entrainement sur les
mécanismes responsables de la vasodilatation endothélium dépendante, via le NO, induite par
'ACh et un ADP stable 'ADBS chez des animaux sains et diabétiques. Nous explorerons
ainsi les possibles différences entre les animaux sains et diabétiques (type 1) a I'exercice ou
non, en termes d'effets vasodilatateurs de 'ACh et de I'B®Ria leurs récepteurs
spécifques. Nous aborderons également le niveau d’implication de la voie du NO couplée a

ces récepteurs chez les animaux expérimentaux.
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Introduction

De méme, chez I'homme, il existe des ambiguités et des résultats controversés quant aux
effets de I'exercice aigu sur la vasodilatation endothélium dépendante. Ainsi, beaucoup
d’études résultant de protocoles d’exercices variés (Goto et coll, 2003) présentent des

résultats contradictoires.

C’est pourquoi, dans un deuxieme temps, nous allons explorer I'effet de I'entrainement chez
des sujets jeunes (comparés a des sujets sédentaires) sur la fonction endothéliale avant et

apres un exercice aigu.

D’autres études ont proposé la pratiqgue d’'une activité physique dans les programmes de lutte
et de prévention contre les dysfonctionnements endothéliaux (Epstein, 1996 ; Brandou et coll,
2003 ; Lazzer S et al, 2004). A notre connaissance, peu d’études se sont intéressées a la fois a
I'effet d’un réentrainement individualisé par I'exercice musculaire sur la fonction endothéliale
mesurée par la technique du laser doppler couplée a l'iontophorése de l'acétylcholine, a
'aptitude aérobie et aux biomarqueurs de l'inflammation chez des femmes Tunisiennes

obeses.

Ainsi, dans un troisieme temps nous allons déterminer les effets d’un entrainement physique,
individualisé, de deux mois chez des femmes obeses comparativement a des sujets normaux,
sur la fonction endothéliale et sur les biomarqueurs de l'inflammation. Cette étude est

également menée par débimétrie « Laser Doppler ».

Nous allons donc, dans la présente these, commencer par une revue exhaustive des données
de la littérature concernant tout d’'abord les caractéristiques structurales, métaboliques et

fonctionnelles de la paroi vasculaire, puis des généralités sur le diabéte et de nombreuses
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pathologies cardiovasculaires ainsi que les altérations qu’elles induisent notamment en terme
de dysfonctionnements endothéliaux. Enfin, nous ferons le point sur les apports de I'activité

physique dans la restauration de fonctions endothéliales préalablement altérées.

La premiere étude est une approche expérimentale qui aura pour objectif de déterminer les
effets d’'un entrainement intense sur les mécanismes responsables de la vasodilatation
endothélium dépendante via le NO chez des rats rendus diabétiques (type 1). Cette étude est

réalisée sur l'aorte thoracique isolée de rats précontractée par la phenylephrine.

La deuxieme étude est une approche clinique, chez des adolescents sains agés de 14 a 16 ans.
L'enjeu majeur de cette étude est de vérifier si I'entrainement préalable modifie la
vasomotricité endothélium dépendante aprés un exercice aigu. Cette étude est réalisée au
niveau de l'avant-bras par la débimétrie « Laser Doppler » comparativement entre sujets

entrainés et sujets sédentaires.

La troisieme étude aura pour but d’analyser les effets d’un exercice musculaire individualisé
de deux mois chez des femmes obeses comparativement a des sujets normaux, sur la fonction
endothéliale et sur les biomarqueurs de l'inflammation. Cette étude est également menée par

débimétrie « Laser Doppler ».
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REVUE DE LA LITTERATURE
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I- REVUE DE LA LITTERATURE

1- La paroi vasculaire

1.1. Historique
Le systéme circulatoire est le premier systéme d’'organes a se développer dans I'embryon des
vertéorés et sa présence est indispensable, d'une part, pour le transport de I'oxygéne et des
nutriments vers les tissus en croissance et d'autre part pour I'élimination des déchets
métaboliques. Dans ce systeme circulatoire, la paroi vasculaire est constituée de trois couches.
La couche luminale (en contact avec le sang) est constituée de cellules endothéliales. Ces
dernieres sont impliguées dans de nombreux processus tels que I'angiogenése, la régulation
de I'hémostase, la perméabilité et la vasomotricité (Marcelo et coll, 2013). Pour ce qui
concerne la régulation de la vasomotricité par les cellules endothéliales ou vasomotricité
endothélium dépendante, celle-ci a été mise en évidence par les travaux de Furchgott et
Zawadzki (1980). Ce fut la premiére étude démontrant que I'endothélium n’est pas une simple
barriere passive entre la paroi vasculaire, le sang et les tissus environnants. Ainsi, ces auteurs
ont démontré, sur des préparations d’arteres isolées de lapin précontractées par la
noradrénaline (NA), que selon la présence ou non d'un endothélium fonctionnel, 'ACh
provogue ou non une vasodilatation doses dépendante (Furchgott et Zawadzki, 1980).
L’endothélium est non seulement un tissu a fonctions multiples mais aussi I'un des plus
répandus dans l'organisme (2.5 Kg pour un adulte de 70 Kg). Il est ainsi considéré comme un
organe paracrine, endocrine et ubiquitaire. Pour la partie endocrine, citons par exemple sa
capacité a secréter des substances vasorelaxantes qui dans un premier temps ont été appelées

« Endothelium-Derived Relaxing Factor » ou EDRF. Plus tard, il a été démontré que cet
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EDRF est le monoxyde d’azote (NO) (Ignarro et coll, 1987 ; Furchgott, 1996, Sobey et coll
2001). Par ailleurs, il a été prouvé que conjointement a cette sécrétion de NO d’autres
molécules étaient libérées avec des variantes selon les lits vasculaires concernés: la

prostacycline (PGI2) (Vane J, 1980) et 'TEDHF (Vanhoutte et coll, 2013).

1.2. Structure générale du systeme vasculaire

La distribution du sang dans l'organisme s’effectue via des vaisseaux dont la structure, la
taille et la fonction sont variables. Il existe ainsi plusieurs types de vaisseaux a savoir les
artéres, les veines et les capillaires. L'ensemble de ces vaisseaux constitue un réseau
vasculaire de transport sanguin (comportant des artérioles, des veinules et des capillaires)
permettant d’une part I'apport de I'oxygene, @t des nutriments a toutes nos cellules et
d’autre part I'élimination du dioxyde de carbone (§®t de métabolites. Le sang, a sa sortie

du cceugauche, parcourt I'arbre artériel qui se ramifie de grosses, moyennes a petites arteres
et finit & I'extrémité sous forme d’artérioles qui aboutissent dans les capillaires des tissus. A
sa sortie des capillaires, le sang va circuler dans l'arbre veineux en utilisant des vaisseaux de
diameétres de plus en plus élevés en passant par les veinules, les veines et enfin les grosses

veines qui convergent vers le cceur droit.

1.3. Structure de la paroi vasculaire

De nombreux vaisseaux sanguins de I'organisme sont constitués de trois couches ou tuniques
concentiques et leurs proportions varient selon les catégories vasculaires. Ces couches sont
appelées respectivement : l'adventice (couche externe), la média (couche moyenne) et

I'intima ou endothélium (couche interne) (Figure.1l).
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1.3.1. L’adventice,

Est peu ou trées présente selon le type de vaisseau. Elle est constituée de fibres laches de
collagéne, de quelques fibres élastiques épaisses et de fibroblastes. L'organisation de
'adventice est la méme quel que soit le type de vaisseau. Elle permet I'emballage des
vaisseaux et leurs positionnements dans leur environnement immeédiat (Camillerie et coll,
1987 ; Fawcett et Jenseh, 2002 ;). A l'intérieur de cet adventice, se trouvent des terminaisons
nerveuses dont la nature varie en fonction de la localisation des vaisseaux. (Gillian et

Richard, 2004).

1.3.2. La média,
Contient des constituants extracellulaires (fibres élastiques, fibrilles d’élastine, fibres et
fibrilles de collagéne et des protéoglycanes) et exclusivement des cellules musculaires lisses
(CML) orientées en hélices dont la principale fonction est le maintien du tonus et la résistance

vasculaire (Camillerie et coll, 1987, Gillian et Richard, 2004).

1.3.3. L'intima ,

Appelée aussi I'endothélium : est une monocouche de cellules pavimenteuses tapissant la
face interne de tous les vaisseaux. Les cellules de I'endothélium (dites cellules endothéliales)
possedent des grands axes qui sont orientés longitudinalement et soutenus par une couche
sous-jacente mince de tissu conjonctif lache (Camilleri et coll, 1987 ; Fawcett et Jenseh,

2002).
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Figure 1. Structure de la paroi vasculaire (Marieb, 2005)

La paoi artérielle est structurellement et fonctionnellement compartimentée. Chaque

compartiment est caractérisé par un type de cellules spécifiques, et par des interactions
spécifiques. La face luminale de I'endothélium interagit avec le sang circulant, et l'autre face

adjacente a l'adventice interragit avec le tissu environnant. La média contient des cellules
musculaires lisses effectrices qui recoivent les messages centrifuges de I'endothélium et
centripétes a partir des tissus meétaboliquement actifs, des terminaisons nerveuses de
'adventice et de peptides produites dans le tissu interstitiel. Le degré de contraction ou de
relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires caractérise la tonalité générale
vasomotrice qui régit le niveau local de la pression artérielle et distribue le débit en fonction

des besoins meétaboliques (Michel et coll, 1998). Dans ces processus de régulation, le
NO/EDR Le NO est le médiateur majeur. Cet élément régulateur et vasoactif est produit par

NO est un messager intercellulaire synthétisé par les cellules endothéliales (Collin et Levy,
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2008) et produit par la NO synthase de type 3, une enzyme qui est constitutivement exprimée
par les cellules endothéliales. L’activité du NO sur son substrat, I'arginine, est régie par la
concentration de calcium libre et par la phosphorylation intracellulaire. En 1980, Furchgott et
Zawadski expliqguent que sous l'effet du carbachol (analogue de I’ACh) I'endothélium sain
résulte de 'EDRF, qui plus tard, a été identifie comme étant le NO. Ce gaz diffuse vers les
cellules du muscle lisse vasculaire voisines pour activer la guanylate cyclase soluble du
muscle lisse et produire du GMP cycligue (un second messager). L'augmentation de la
concentration intracellulaire de GMP cyclique au niveau de la cellule musculaire induit alors

la relaxation.

2. Geénéralités sur le contrble endothélial du diametre vasculaire

Le tonus contractile basal du muscle lisse vasculaire (MLV) dépend de facteurs physiques et
chimiques. Il est également appelé tonus myogene. Ce tonus correspond a une activité
spontanée totalement indépendante des influences nerveuses, hormonales ou paracrines. Cette
activité contractile peut étre modulée par des stimuli variés qui vont agir sur la concentration
intracellulaire de calcium des cellules musculaires lisses vasculaires. Ces mécanismes
cellulaires et moléculaires qui vont moduler I'état contractile du MLV (donc moduler le
diamétre des vaisseaux) vont en conséquence agir sur la résistance vasculaire. Ces

mécanismes sont soit de type intrinséque, soit de type extrinséque.

2.1. Controle intrinseque

Cette catégorie de contr6le correspond a des mécanismes propres au tissu de I'organe irrigué,

gui sont hdépendants des contréles nerveux et hormonaux. Le débit sanguin local est controlé

par une modification de la résistance des artérioles induite par des changements ; soit de la
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pression artérielle au niveau de l'organe (autorégulation du débit), soit de [lactivité

meétabolique (hyperémie active), soit d’une interruption temporaire totale de I'apport sanguin

(hyperémie réactionnelle), ou soit d’'une lésion tissulaire (inflammation).

2.1.1. Autorégulation du débit

Cette regulation est de type myogénique et permet de maintenir la pression en aval constante

afin de protéger le tissu perfusé d’éventuelles variations de pression. Trois mécanismes

paraissent impliqués simultanément :

Le premier mécanisme (commun a celui de I'hyperémie active) correspond a la
réducton de la pression sanguine dans un organe donné et qui va induire, dans le
milieu extracellulaire, une réduction de la concentration gru@e augmentation des
concentations en CQ en ions H et en certains métabolites vasodilatateurs.

Un étirement (stretch) du muscle lisse artériolaire. Ce « stretch » est provoqué par une
augmetation de la pression artérielle. Cette augmentation induit une contraction du
MLV (I'inverse induisant une relaxation du MLV). Ce type d’autorégulation est lié a
des modifications des mouvements du calcium a travers la membrane cellulaire ;

Le troisieme mécanisme correspondant aux forces de cisaillement (shear stress) dues a
la pression sanguine. Ces forces de cisaillement vont, en conséquence, induire une
vasodilatation flux-dépendante tant au niveau artériolaire qu'au niveau des artéres et
des veines. Cette vasodilatation est médiée par I'endothélium. En effet, des canaux
sensibles au shear stress sont présents au niveau de la membrane cytoplasmique des

cellules endothéliales et leurs stimulations vont provoquer la libération non seulement
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du NO mais aussi d’ATP et d'UTP, tout en régulant la libération d’endothéline (ET1)

par I'endothélium. On parle alors de vasodilatation endothélium-dépendante.
D’autres formes d’activation, dites activation calcium-indépendante (nécessitant la
phosphorylation de la NOSe), peuvent se faire par ces forces de cisaillement. Ces forces
orientées d’'une facon longitudinale sont variables en fonction du débit sanguin local et des
conditions d’écoulement. Ces forces stimulent les récepteurs membranaires de la cellule
sensibles a l'étirement. Des cascades complexes de réactions biochimiques entrainent une
activation de la transcription du gene codant par la NOSe. Plus les forces de cisaillement sont
importantes plus on note une synthese élevée induction de TARNm de la NOSe (Carson et

coll, 1996) (Figure.2).

Forces de cisaillement
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Figure 2. Activation de la NOSe par les forces de cisaillement (Pellegrin M et coll, 2008)

2.1.2. L’hyperémie

2.1.2.1. L’hyperémie active(fonctionnelle)

Elle correspond a une élévation du débit sanguin dans un organe lorsque le métabolisme de ce
dernig est augmenté. Par exemple, au niveau du muscle strié squelettique, une augmentation

de l'activité métabolique sera proportionnelle & une augmentation du débit sanguin dans le
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muscle. Il est a noter que I'hyperémie active est due a une vasodilatation des artérioles et ceci
indépendamment de la libération de meédiateurs ou d’hormones a travers des structures

proches (sang, cellules endothéliales, ou terminaisons nerveuses péri-vasculaires).

En fait, ce sont des modifications chimiques du liquide extracellulaire en contact avec les
artérioles qui vont induire la vasodilatation. Ces modifications proviennent de 'augmentation
du meétabolisme des cellules proches des artérioles. Voici quelques exemples de ces
modifications : diminution de la concentration ep Caugmentation de la concentration en

CO,, desions H et K', de métabolites tel que 'adénosine, d’eicosanoides (dérivés de I'acide
aradidonique tels que les prostaglandines, les leukotriénes, le thromboxane et des époxides),
ou encore, la bradykinine. Signalons que le peroxyde d’hydroges@)(Hrovenant des
anionssuperoxydes d’origine mitochondrial, a également un effet vasodilatateur permettant
une adaptation du débit aux besoins métaboliques. L’hyperémie active se manifeste surtout
dans les muscles squelettiques et les glandes qui subissent des modifications importantes de

leur métabolisme.

2.1.2.1. L’hyperémie réactionnelle post-occlusive (HRPO)

L’ischémie locale secondaire a l'arrét provisoire de la perfusion d’'un tissu ou d’'un organe

provoque das le liquide interstitiel, I'accumulation de métabolites et de facteurs physico-

chimiques inducteurs d’une vasodilatation lorsque I'occlusion est levée. Plusieurs médiateurs

sont impliqués dans la HRPO : I'hyperosmolarité, 'augmentation des concentrations en CO2,

ions K+, ions H+, ATP, adénosine et prostaglandines ainsi que I'hypoxie. Ces mécanismes

impliqués dans cette hyperémie réactionnelle post-occlusive sont partiellement connus. Il a

été montré que I'hypoxie entraine la libération endothéliale de substances vasodilatatrices

26

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Revue de la littérature

comme le NO, la prostacycline et peut étre du facteur hyperpolarisant endothélial (Endothelial
Hyperpolarizing Factor, ou EDHF). La vasodilatation pourrait aussi étre favorisée par une
inhibition de la libération de neuromédiateurs vasoconstricteurs par les terminaisons

nerveuses sympathiques périvasculaires.

2.1.3. Réactions a une lésion vasculaire

L'inflammation consécutive a une Iésion est associée a une libération d’hormones et de
facteurs chimiques variés qui vont induire des réactions vasculaires locales. Parmi les
molécules impliquées, on cite: I'histamine, la sérotonine, les eicosanoides ainsi que le facteur
d’activation plaquettaire (Platelet Activating Factor ou PAF). Le NO est indirectement

impliqué puisque sa libération est stimulée par de nombreuses substances inflammatoires.
L’ensemble de ces substances provoque une relaxation du MLV et donc une vasodilatation

dans les territoires lésés (sieges du processus inflammatoire) (Figure.3).
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Figure 3 : Schéma de 'autorégulation du débit sanguin local par action sur les cellules musculaires

lisses : hyperémie active et hyperémie post-occlusive. Saiag B, (2009).
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ATP: adénosine triphosphate, Ad : adrénaline, EDRF/NO : endothelium derived relaxing factor/NO, ET1 : endothéline 1,
EDHF : endothelium derived hyperpolarising factor, PGI2 : prostacycline, PA : potentiel d'actionpx®géne, CQ :

dioxide de carbone

2.2. Contrble extrinseque

La paroi vasculaire recoit en permanence des informations nerveuses ou hormonales. Ces
informations sont le reflet de la modification siégeant a distance du MLV (d’'ou le terme
« extrinseque »). Ces contrbles extrinseques dépendent de deux constituants de la paroi
vasculaire et qui ont la possibilité de moduler I'état contractiie du MLV. Ces deux
constituants sont les terminaisons nerveuses peérivasculaires d’'une part, et I'endothélium
vasculaire d’autre part. Il est a noter que certains mécanismes de la modulation endothéliale

ont des points communs avec ceux du contrdle intrinséque.

2.2.1. Contrble extrinseque « strict »

C’est un contrdle d'origine extravasculaire qui intervient dans la redistribution du débit

sangun entre différents territoires vasculaires. Ce contréle est assuré par des mécanismes
réflexes et il est responsable de la régulation a court terme de la pression artérielle. Par
ailleurs, la régulation a long terme de la pression artérielle est gérée par une régulation

hormonale.

2.2.2. Innervation péri-vasculaire, innervation sympathique et

contréle du tonus vasculaire

Des neurones post-ganglionnaires sympathiques se terminent au niveau de l'adventice et
correspondent a des terminaisons nerveuses peérivasculaires. L’'importance de ces teminaisons
varie selon les organes. En réponse a des potentiels d’action, a partir de I'extrémité

présynaptique, les vésicules libérent par un mécanisme d’exocytose des neuromeédiateurs, tel
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gue la noradrénaline. Le neuromédiateur aura plusieurs réles ; soit il va agir sur des
récepteurs cytoplasmiques des cellules musculaires lisses vasculaires, soit il va étre
meétabolisé, soit il va étre repris (uptake) par I'élément présynaptigue. Dans le cas de
l'interaction avec des récepteurs post-synaptiques (au niveau du MLV), la noradrénaline va
agir sur des récepteurs specifiques et induire une vasoconstriction. Parallelemla
noradrénaline pourra agir sur des récept@Zset induire une vasodilatation. Le rapport
récepteurs d./p2 des récepteurs présents sur la membrane cellulaire minsdigise intervient

dans l'organe. Lorsque ce rapport est supérieur a 1 comme dans les reins, la peau ou le tube
digestif, la vasoconstriction est favorisée, et lorsqu’il est inférieur a 1 comme dans le cceur et

les muscles squelettiques, c’est la vasodilatation qui est prépondérante.

Certes, la noradrénaline est le principal neuromédiateur libéré par les terminaisons nerveuses
périvasculaires. Mais il n'est pas le seul : le neuropeptide Y, le VIP (Vasoactive Intestinal
Peptide) et 'ATP sont ainsi libérés en méme temps que la noradrénaline et on parle de
« polyneurotransmission ». L’ATP agissant sur des récepteurs purinergiques P2x, et le
neuropeptide Y ont des effets vasoconstricteurs. Par ailleurs, des exonucléotidases dégradent
I'ATP en ADP et adénosine, qui se fixent respectivement sur les récepteurs purinergiques P2y
et P1 de la membrane musculaire lisse vasculaire pour induire des effets vasodilatateurs. La
libération de neuromédiateurs contenus dans les vésicules pré-synaptiques est modulée par
des mécanismes de rétrocontréles négatifs et positifs, induits soit par les neuromédiateurs
eux-mémes, soit par d’autres molécules. Ainsi, la noradrénaline peut freiner sa propre
libération via des réceptew? pre-synaptiques ou la faciliter a travers des recepfi@upre-

synaptques. Dailleurs, la libération de noradrénaline est potentialisée par I'angiotensine Il et
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inhibée par le NO, par I'ACh, par I'adénosine et par certains autacoides inflammatoires.

Ainsi, en libérant du NO, de I'ATP et de 'adénosine, les cellules endothéliales participent au

contrble de la libération des neurotransmetteurs par les terminaisons nerveuses
périvasculaires. Il est a signaler qu'au niveau du muscle strié squelettique et de certaines
glandes sudoripares, des fibres (ortho)-sympathiques pré-ganglionnaires est libérée de 'ACh
qui, a son tour, va induire indirectement a travers un mécanisme paracrine une vasodilatation.
Aussi, la vasodilatation musculaire et la sudation s’expliquent lorsque le systeme sympathique

est stimulé comme par exemple lors d’un exercice musculaire.

De plus, il existe peu de fibres pré-synaptiques parasympathiques au niveau de I'adventice (Si
ce n'est au niveau des tissus génitaux érectiles, de vaisseaux cérébraux, pulmonaires et

coronaires ainsi que de certaines glandes).

Le neuromédiateur libéré, 'ACh va pouvoir agir a plusieurs niveaux : soit en freinant la
libération de noradrénaline par les terminaisons nerveuses péri-vasculaires soit en se fixant
sur des récepteurs muscariniques M2 présynaptiques, soit en se fixant sur des récepteurs
muscariniques M1 et M3 de la surface intimale soit en stimulant par des voies de
signalisations appropriées la production de NO, de PGI2 et/ou d'EDHF. Ces couplages vont
étre différents selon le lit vasculaire concerné (Saiag et coll. 2004, Saiag, 2009). Cette action
se fait en synergie avec seul de I'ADP et de I'adénosine pour induire une relaxation du muscle

lisse.

3. Physiologie de la vasomotricité endothélium-dépendante
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La physiologie de la vasomotricité endothélium-dépendante est la partie prenante de la

régulation de la vasomotricité qui est le contréle extrinséque du diametre vasculaire.

L’endothélium vasculaire est formé d’'une monocouche de cellules endothéliales qui tapisse
les cavités internes (luminale) des artéres, des veines, des capillaires, des lymphatiques, mais
aussi les cavités cardiaques (on parle d’endocardium) (Camilleri et coll.,, 1987).
L’endothélium détecte en permanence les variations de nombreux parametres et transmet aux
cellules sous-jacentes des informations adaptées pour répondre a ces changements. De méme
gue le systéme hypothalamo-hypophysaire, il est considéré comme le chef d’orchestre des
nombreuses fonctions endocrine. Ainsi, de nos jours, I'endothélium est considéré comme un

élément essentiel de I'activité vasculaire.

3.1. Les différentes fonctions de I'endothélium

En dehors de sa propriété modulatrice de la vasomotricité, I'endothélium a d’autres propriétés

qui sont apidement énumérees ici :

Il intervient dans I'angiogenese et la néovascularisation ;

- Il contréle le transport de molécules entre le plasma et le liquide interstitiel ;

- Il contréle la perméabilité capillaire ;

- Ilinfluence la prolifération des cellules musculaires lisses dans I'athérosclérose ;

- Il secréte des substances qui régissent I'agrégation plaquettaire et la coagulation ;

- Il synthétise, dégrade et élimine des hormones et des médiateurs ;
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- Il a des fonctions comparables a celles des macrophages lors des processus

immunitaires.

De plus, il faut retenir que I'endothélium subit des modifications importantes dans certaines
pathologies et dans différentes conditions. Ainsi, 'endothélium présente les caractéristiques
d'un organe qui posseéde une multitude de fonctions biologiques comme le maintien de
I'équilibre entre la coagulation et de la fibrinolyse, I'expression des molécules d’adhésion des
cellules dans le systeme immunitaire, le métabolisme de la noradrénaline et de la 5-
hydroxytryptamine, et de la conversion de I'angiotensine | et la bradykinine (Stankevicius et
coll 2003). Il est a noter que les cellules endothéliales qui se veulent des cellules
pavimenteuses, sont allongées dans le sens de I'’écoulement du sang. Elles sont recouvertes
d'un glycocalix qui est riche en protéoglycanes et tres électronégatif. La présence de ces
protéoglycanes empéche l'adhésion et l'agrégation des plaquettes qui sont chargées
négativement. L’endothélium comprend la membrane basale et le sous endothélium. La
membrane basale permet I'ancrage aux cellules endothéliales qui la secretent. Le dernier
composant de l'intima est une charpente rigide synthétisée par I'endothélium. Elle est riche en
collagéne de type lll formant des fibres striees concentriques et elle est également riche en
élastine. Les cellules endothéliales réagissent a de nombreuses molécules transportées par le
sang, au contact avec des éléments figurés et enfin aux variations des pressions (shear stress)
gue le flux sanguin exerce sur l'intima. Ce sont les forces de cisaillement, qui déterminent
I'orientation des cellules endothéliales. Par ailleurs, la surface lisse de I'intima minimise les
frottements et améliore, en conséquence, I'écoulement sanguin. Mis a part ce réle

considérable dans la physiologie cardiovasculaire et le contréle du tonus artériel, les cellules
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endothéliales régulent l'agrégation plaquettaire, la fibrinolyse, le remodelage des vaisseaux
sanguins et la perméabilité vasculaire (Libby et coll., 2002 ; Saiag et coll, 2004 ; Pellegrin et
coll., 2008). L’endothélium est également impliqué dans les processus d’angiogenese et de
néovascularisation tumorale ou non. En effet, c’est a partir des cellules endothéliales que vont
s’initialiser les ramifications de nouveaux vaisseaux (Saiag et al, 2004). Enfin c’est au niveau
de la jonction MLV-endothélium que se forme la plaque d’athérome selon un mécanisme
favorisé par différents facteurs. Il intervient dans le contrdle de la vasomotricité par la
régulation du tonus vasculaire, du calibre, du flux sanguin (Behrendt et Ganz, 2002) et la
production de substances vasodilatatrices comme le NO, la prostacycline (PGI2) et TEDHF et
de substances vasoconstrictrices telles que I'endothéline-1 (ET1) et la thromboxane A2
(TXA2) (Vallance, 2001). L'endothélium secréte et synthétise des substances vasocatives
(vasoconstrictrices et vasodilatatrices) qui interviennent dans le maintien, en équilibre (en
conditions physiologiques normale), du tonus vasculaire. Parmi ces différentes substances on
a le NO, les prostacyclines, I'endothéline (Wenzel et al. 1994) et I'angiotensine 1l (Pellegrin

et coll, 2008) (Fig.4).
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Figure 4 : Schématisation des effets de différents facteurs environnants sur la réponse endothéliale

(Saiag B, 2009)

3.2. Facteurs endothéliaux vasodilatateurs

Depuis les travaux de Furchgott et Zawadski (1980), les recherches en physiologie et en
pharmaologie de la paroi vasculaire ont fortement fait évoluer nos connaissances relatives
aux meécanismes modulateurs de I'état contractile du muscle lisse vasculaire. Les différentes
études scientifiques ont révélé que I'endothélium peut moduler le tonus du muscle lisse
vasculaire par la synthese et la libération des facteurs vasorelaxants et/ou des facteurs
vasoconstricteurs. Par ailleurs, 'enzyme de conversion, présent sur la membrane des cellules
endothéliales, transforme d’'une part I'angiotensine | circulante et inactive en angiotensine Il
(vasoconstrictrice), et d’autre part la bradykinine active (vasorelaxante) en peptides inactifs.

Donc, suite a l'activité de I'enzyme de conversion, I'endothélium a un effet globalement

hypertenseur.

3.2.1. La prostacycline (prostaglandine PGI2)

Elle est synthétisée par une cyclo oxygénase et une PGI2 synthétase, puis libérée par les
cellules endothéliales. Cet agent vasodilatateur va stimuler des récepteurs spécifiques situés
au niveau de la membrane cytoplasmique des cellules musculaires lisses, puis induire une

augmentation d’AMP cyclique, responsable de la relaxation (Vane et coll, 1979).

3.2.2. U’Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF)
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Dérivé de I'acide arachidonique. Il agit sur les canaux potassiques de la media et provoque
une hyperpolarisation des cellules musculaires lisses vasculaires, et donc leur relaxation (Van

Houtte et coll, 1985).

3.2.3. L’Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) ou NO

Il est omniprésent chez tous les vertébres, le NO est un messager intercellulaire synthétisé par
lescellules endothéliales (Collin et Levy, 2008). Il est synthétisé a partir de la L-arginine par

la NO synthase, qui est un puissant vasodilatateur. Il active la guanylate cyclase du muscle
lisse, ce qui augmente, par la suite la concentration intracellulaire de I'acide guanosine
monophosphate cycliqgue (GMPc). Le GMP cycligue, en diminuant la concentration
intracellulaire de C&, induit une relaxation du muscle lisse vasculaire. De nombreux facteurs

stimulent la production de NO en agissant sur des récepteurs spécifiques (Fig.5).
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Figure 5 : Régulation de la vasodilatation par I'endothélium vascu(&iiag B, 2009)
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ATP: adénosine triphosphate, ADP: adénosine diphosphate, Ad: adrénaline, EDRF/NO: endothelium derived relaxing
factor/NO, ET1: endothéline 1, EDHF: endothelium derived hyperpolarising factor, PGI2: prostacycline, PA: potentiel

d’action, Q: oxygéne, CQ dioxide de carbone.

3.2.3.1. Biosynthése du NO

En 1980, Furchgott et Zawadski expliquent que sous l'effet du carbachol (analogue de I'ACh)
'endothélium sain est produit a partir de 'TEDRF. C’est en 1986 que cette molécule a été
reconnue comme molécule biologique par Ignaro et Murad. Ce gaz incolore est présent dans
'atmosphére en faible quantité. Du point de vue chimique, le NO est un composé radicalaire
liposoluble (qui a une durée de vie tres courte de 6 a 10 secondes), donc traversant les
membranes, il diffuse dans les cellules du muscle lisse vasculaire voisines pour activer la
guanylate cyclase soluble, laquelle produit la guanosine monophosphate cyclique (GMP
cyclique) (un second messager) pour induire une relaxation (Roberts AC and Porter KE,
2013). Dans les conditions physiologiques standards, la production du NO est déclenchée par
les forces de cisaillement liées au flux sanguin. De nombreuses substances paracrines et
endocrines stimulent la libération de 'EDRF par I'endothélium. La cellule endothéliale
stimulée par les forces de cisaillement (shear-stress) et de la tension pariétale synthétise et
libére le NO suite a 'augmentation du flux sanguin. Le NO est une molécule extrémement
instable ayant une trés courte durée de vie biologique et dont I'action est purement locale
(Moncada et Higgs, 1993 ; Dinh-Xuan et coll, 1998). C’est un radical constitué d’'un atome

d’azote et d’'un atome d’oxygene liés par une double liaison (Fig.6).

o

Figure 6. Structure chimique du NO
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Le NO reésulte de la transformation de la L-arginine, un acide aminé, en une substance non
active (Avogaro et coll, 2006). C’est une oxydation de la L-arginine par la NO-synthase
constitutive de type endothéliale (NOSe) (Collin et Levy, 2008). Au niveau cellulaire, cette
transformation engendre soit la L-citruline et le NO, soit la L-ornithine et I'urée (Avogaro et
coll, 2006). Le NO est formé a partir de lI'un des deux atomes d’azote terminaux,
chimiquement équivalents du groupement guanidine de la L-arginine d’'une part et de
'oxygéne moléculaire (&) d’autre part (Moncada et Higgs, 1993). En revanche, la L-
citrulline est formée de maniére steochiométrique avec le NO qui provient de I'hydroxylation
de la L-arginine en Rhydroxyl-L-arginine (Dinh-Xuan, 1996). Il existe au moins 3
isoformes de la NOS codées par 3 génes distincts localisés sur les chromosomes 7, 12 et 17 et
différentes entre elles par leurs localisations cellulaires, leurs fonctions et leur caractéristiques
biochimiques. Les 3 isoformes de la NOS sont la NOS endothéliale (NOSe), la NOS
neuronale (NOSn) et la NOS inductible ou inflammatoire (NOSI) ; 50% des séquences de ces
enzymes sont homologues (Alderton et al, 2001). La forme active des NOS ne peut étre que
sous la forme d'un dimere. La mise en place de cette activation nécessite la présence des
cofacteurs allostériques comme le (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobioptering),(B& flavine
mononucéotide (FMN), la flavine adénine dinucléotide (FAD), 'heme, le nicotinamide
adeénine dinucléotide phosphate (NADPH) et la calmoduline (Alderton et coll, 2001 ; Avogaro

et coll, 2006).
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3.2.3.2. Isoformes de la NOS

I. La NOSI

Demande la présence de la calmoduline pour la synthése du NO, dont l'activation est
indépendate de la concentration intracellulaire de*Caour permettre & Iisoforme
maciophagique de produire des quantités élevées du NO pendant une longue période.
Cependant, les formes constitutives le produisent en faible quantité pendant une courte
période (Dallaire et Marette, 2004). Contrairement aux NOSs constitutives, I'expression du
NOSi appelé aussi NOS-2 ou isoforme macrophagique demande la présence des facteurs
inflammatoires ou pro-immuns tels que les cytokines et les endotoxines (Dallaire et Marette,

2004).

iI- La NOSn
Découverte en 1991 chez les rats, la premiere isoforme identifiée.la NOSn est appelée aussi
NOSh, NOSnc ou NOS-1. Elle est exprimée sous plusieurs fractions telles que ladN@Sn
NOSnNp, la NOSny, la NOSnu (Alderton et coll, 2001). Cette forme neuronale estiege
de facon constitutive au niveau du muscle squelettique (Nakane et al, 1993 ; Wheatcroft et
coll, 2003) ; de.s fibres musculaires de type Ilb (Kapur et coll, 1997) ; du systéeme nerveux
central, ou le NO agit comme un neurotransmetteur (Son et coll, 1996) ; du coeur ou le NO est
impliqué dans la modulation des fonctions contractiles (Reid, 2006) et neuromusculaires
(Ribera et coll, 1998 ; Mungrue et coll, 2002) ; des flots pancréatiques et des cellules béta en
contrélant la sécrétion de I'insuline (Lajoix et coll, 2001) ; des hépatocytes ou il intervient
dans la circulation sanguine hépatique et dans les activités hépatobiliaires (Esteban et coll,
1997 ; Wei et coll, 2002). Le NO produit & partir de la NOSn agit comme neurotransmetteur
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au niveau des neurones périphériques pour agir sur le systeme : gastro-intestin, respiratoire et

génito-urinaire (Moncada, 1992 ; Christopherson et coll, 1997).

iii- La NOSe

Appelée aussi NOSec ou NOS-3 est exprimée de fagcon constitutive dans les cellules
endothéhles, au niveau du cceur et du foie (Mungrue, 2002 ; Shah et coll, 1997) ; du pancréas
(Moncada et coll, 1991 ; Alderton et coll, 2011) ; du muscle squelettique (Kapur et coll,
1997 ; Perreault et Marette, 2001) et du tissu adipeux (Kapur et coll 1997). L'activité de la
NOSe peut étre augmentée soit par des mediateurs comme I'ACh et la bradykinine, soit par
des hormones comme l'insuline ou encore par des stimuli mécaniques comme les forces de
cisaillement et I'nypoxie (Naderali et coll, 2001 ; Wheatcroft et coll, 2003) Cette isoforme est
composeée de deux protéines globulaires comprenant un domaine réductase en C-terminal et

un domaine oxygénase en N-terminal connectés par une protéine flexible (Fig.7).
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Figure 7. Voie de synthése du monoxyde d’'azote par la NOS d’origine endothéliale

(Behendt et Ganz, 2002)
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3.2.3.3. Modalités de biosynthése du NO d'origine endothélial

Les cellules endothéliales produisent le NO a partir de la NO synthase endothéliale (NOSe ou
NOSIII). L'activation de la NOSe est régulée par plusieurs facteurs comme les changements

de la concentration cellulaire de 'Caui influence sa liaison avec la calmoduline qui est
présate en grande quantité dans les cavéolae (Walford et Lascalzo, 2003 ; Domenico, 2004).
D’autre part, l'activation de la NOSe est stimulée par certains agonistes comme I'ACh, la
bradykinine et/ou d’autres stimuli mécaniques comme le « shear-stress ». La liaison de ces
substances ou du shear stress a leurs entités réceptrices va entrainer une augmentation de la
libération du C& intracellulaire puis sa liaison & la calmoduline. Ce complexe entre en
compdéition avec la cavéoline liée & la NOSe. Le complexé*-€almoduline-NOSe va
entrdner une modification de la configuration de la NOSe qui va étre activé et va conduire a

la synthése du NO (Montagnani et coll, 2001 ; Vincent et coll, 2003) (Fig.8).
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Figure 8. Voie d’activation de la NOSe dépendante ou indépendante du calcium.

(Vincent et coll, 2003)
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3.2.3.4. Diffusion et mécanismes d’action du NO

Une fois synthétisé, le NO diffuse rapidement vers la face luminale de I'endothélium puis
dans & lumiere vasculaire, dans le but d’inhiber I'agrégation et I'adhérence des plaquettes a la
paroi des vaisseaux sanguins (Avogaro et coll, 2006). La diffusion du NO vers le coté basal
de I'endothélium va entrainer la relaxation du muscle lisse vasculaire sous-jacerl vee N
stimuler l'activité de la guanylate cyclase soluble pour synthétiser le GMP cyclique (GMPc)
au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire. L’augmentation de la concentration du
GMPc active les protéines kinases G (PKG) de type | qui contrblent directement ou
indirectement la contractilité des cellules du muscle lisse vasculaire. L'activation des PKG
par le GMPc a de nombreux effets comme par exemple l'induction de la phosphorylation de
la phospholamban (PLb), qui est une protéine inhibitrice de la pompe calcium/ATPase de la
membrane du réticulum endoplasmique. Cette phosphorylation favorise les mouvements de
re-captage du calcium dans les compartiments intracellulaires depuis le cytosol en levant
l'inhibition de la pompe calcium/ATPase. Cette levée d’'inhibition entraine une vasorelaxation
et une relaxation au niveau du muscle lisse vasculaire. L'activation des PKG par le GMPc
induit l'ouverture des canaux potassiques provoquant un efflux diohsetkl'hyper
polaisation de la membrane cellulaire. La voie finale commune de ces réactions de
phosphorylation dépendante des PKG est la diminution de la concentration intracytosolique

d’ions C&", responsable de la vasorelaxation (Fig.9).
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Figure 9 : Mécansme d’action du NO (Saiag B et coll. 2004)

C&": calcium, GTP : guanidine triphosphate, GMPc : guanidine monophosphate cyclique.

De ce fait, le NO induit une relaxation du muscle lisse vasculaire mais il est aussi a I'origine
d'une gstotoxicité pour tous les types cellulaires. Ainsi, le NO est donc a lorigine
d’activation et/ou d’induction d’autres enzymes qui produisent des radicaux dérivés de
'oxygéne. L’aspect ambivalent des fonctions biologiques du NO n’est pas tant lié a sa nature
chimique qu’a la nature de la cible moléculaire extrémement instable et qui peut étre captée
facilement par des protéines comme I'hémoglobine, I'anion superoxyde I(® produit de
combhason du NO avec l'anion superoxyde donne naissance a un autre radical nitro-
oxygeéne qui est le peroxynitrite (ONQQOC’est une molécule trés réactive impliquée, entre

autres dans la genese de nombreuses pathologies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer).

Le NO endothélial a des effets protecteurs tels que : le maintien du tonus vasculaire basal par
la relaxation des cellules du muscle lisse vasculaire ; inhibition de I'adhésion, I'activation, la
sécrétion et I'agrégation plaquettaire. Il facilite ainsi la désagrégation plaquettaire (Arshed,

1998), I'inhibition de I'adhésion des leucocytes a I'endothélium vasculaire, I'inhibition de la
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migration et de la prolifération des cellules musculaires (Anderson, 2003). le NO : 1- est un
puissant inhibiteur de tous les mécanismes aboutissant a la prolifération néointimale et a
I'athérosclérose (Avogaro et coll, 2006) ; 2- il est impliqué dans la régulation de la pression
sanguine et du flux sanguin ; 3- agit sur la transcription des genes qui inhibent I'expression de
nombreuses molécules d’adhésion au niveau des cellules endothéliales et des plaquettes
(Armstead et coll, 1997) 4- il inhibe I'expression de ’TARNm du Monocyte chemoattachant

protein-1 (MCP-1) (Busse et Fleming, 1995).

3.2.4. LADP, I'ATP, 'AMP, 'adénosine et les récepteurs

purinergiques

Certes, I'ATP peut étre libérée non seulement par les terminaisons nerveuses péri-
vascuhires mais aussi par I'endothélium vasculaire et par les plaguettes sanguines. Une fois
libérée, 'ATP peut étre dégradée par des ectonucléotidases et transformé en ADP, en AMP
et en adenosine. Ces purines vont agir soit sur le MLV ; soit sur I'endothélium au niveau de

récepteurs spécifiques appelés récepteurs purinergiques.

Il a été démontré que les nucléotides et nucléosides puriques et parfois pyrimidiques ont des

effets importants sur les membranes de systemes excitables.

En 1929, Drury et Szent-Gyorgyi avaient noté l'implication de I'adénosine dans la baisse
générale de la pression artérielle et la dilatation des vaisseaux coronaires. Depuis lors, la liste
des actions des nucléotides extracellulaires n'a cessé de s’allonger et tous les systéemes
physiologiques de Il'organisme sont concernés (Sevigny et coll. 1994). De nombreuses

recherches ont démontré, que non seulement les purines (ATP, ADP, AMP et adénosine) sont
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présentes dans Il'environnement immeédiat du muscle lisse vasculaire et sont d'origine
endogene. Ces molécules régulent I'état contractile des vaisseaux. Les purines sont libérées
par les terminaisons nerveuses adrénergiques et cholinergiques, par les cellules endothéliales,
par les cellules musculaires lisses vasculaires, mais aussi par les cellules sanguines (les
plaquettes, granulocytes neutrophiles, etc.). Comme les autres catégories de récepteurs, la
classification pharmacologique des récepteurs purinergiques ne cessent d’évoluer. En 1976,
Burnstock a défini une sous-classe de récepteurs purineriques P1 et étudié leurs
caractéristiques physio-pharmacologique. Ces récepteurs sont directement impliqués dans la
relaxation du muscle lisse par 'adénosine. En 1978, Burnstock introduisit le concept selon
lequel les actions des nucléotides extracellulaires sont relayées par des récepteurs spécifiques,
dit récepteurs « purinergiques P2 », plus sensibles a 'ATP/ADP qu’a 'adénosine alors que
les récepteurs « purinergiques P1 » sont plus sensibles a I'adénosine/AMP qu'a 'ATP/ADP.
Les récepteurs P2 sont directement impliqués dans la vasoconstriction du muscle lisse par
l'action des purines (ATP, ADP, AMP) et les pyrimidines (UDP, UTP). Plusieurs sous
groupes de récepteurs P2 ont été individualisés ultérieurement, sur la base de la nature des
effets observés et des mécanismes de transduction sous-jacents. Au niveau du systeme
cardiovasculaire, les principaux récepteurs P2 impliqués dans la vasomotricité sont les P2x,
P2y et a moindre degré les P2u. L’innervation des muscles lisses vasculaires est assurée
majoritairement par des terminaisons nerveuses noradrénergiques, plus rarement
cholinergiques, et parfois par des terminaisons nerveuses ni Noradrénergiques ni
Cholinergiques. L'ATP est stockée et libérée par ces trois types de terminaisons nerveuses

péri-vasculaires. Il a été demontré qu’il existe une co-transmission de I'ATP avec, d’'une part
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I'acétylcholine et, d’autre part la noradrénaline. En outre, il a été prouvé également que I'ATP
module par rétrocontrole négatif la libération de noradrénaline (NA) a partir des terminaisons
péri-vasculaires. Ce sont des récepteurs purinergiques de type P1, présents au niveau des
terminaisons noradrénergiques, qui interviennent dans cette modulation. Par ailleurs, I'ATP,
libérée a la jonction neuromusculaire vasculaire avec I'acétylcholine va agir directement sur
des récepteurs P2 du MLV ou encore été dégradée par des ectonucléotidases en adénosine et
interagir avec ses récepteurs P1 vasculaires. Cependant, 'ATP et 'ADP peuvent agir sur les
récepteurs musculaires lisses P2x pour induire une vasoconstriction ou, au contraire, agir sur
les récepteurs endothéliaux P2y pour induire une vasodilatation (via la libération de NO,

PGI2, EDHF...). Ces actions participent au maintien du tonus vasculaire physiologique (Pitré

et coll, 1998).

3.3. Facteurs endothéliaux vasoconstricteurs

L’endothéline (ET1) est synthétisée a partir de la big-endotheline par une enzyme de
convesion endothéliale (Yanagisawa et coll, 1988 ; Vallance, 2001). Une fois libéree, elle
agit sur deux types de récepteurs, ETA et ETB, situés sur la membrane de la cellule
musculaire lisse vasculaire. L'activation des récepteurs ETA va induire une baisse des taux
d’AMP cyclique, d’ou une vasoconstriction. Les récepteurs ETB, qui sont également localisés
sur la paroi des cellules endothéliales, sont capables de stimuler la production de NO et de

prostacycline.

Les radicaux libres a faible concentration, stimulent la cyclo-oxygénase et la prostacycline

synthétase, et donc induisent une vasodilatation. En revanche, a forte concentration, ils
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inactivent le NO et inhibent la production de prostacycline. La production de thromboxane A2

n'est pas inhibée et celui-ci conserve son effet vasoconstricteur.

L’endothélium produit de nombreuses substances vasoconstrictrices telles que I'Endothéline-
1 (ET-1) et la Thromboxane A2 (TXA2) (Vallance, 2001). Nous développerons plus
précisément des données relatives a I'ET1. C’est un peptide de 21 acides aminés qui a été
isolée par Yanagisawa en 1988 a partir de cultures de cellules endothéliales d’aorte de porc
(Yanagisawa et coll, 1988). L'ET est synthétisée a partir de la « Big Endothelin » sous l'effet
d’'une enzyme de conversion. Elle posséde au moins trois isoformes nommées respectivement
ET-1, ET-2 et ET-3. Parmi ces trois isoformes on note que I'ET-1 est un puissant
vasoconstricteur. C’est I'unique isoforme libérée par les cellules endothéliales vasculaires et
qui joue un role important dans le maintien du tonus vasculaire. L’'ET-1 est libérée
principalement (environ 80%) en direction du muscle lisse vasculaire (Wagner et coll, 1992).
La demi-vie de I'ET-1 est tres courte (environ 1 minute), une grande partie se trouvant dans la
circulation est rapidement éliminée par les poumons et les reins (90% d’ET-1) (De Nucci et

coll, 1988).

L'ET-1, 'ET-2 et 'ET-3 agissent en se liant a des récepteurs membranaires a savoetI'ET

'ETg. On note une plus grande affinité de I'ET-1 pour le récepteur EIDO fois supérieure

gue pour’ET-3). C'est en se liant a son récepteur spécifique que I'ET-1 produit ses effets

biologiques et donc responsable des effets vasoconstricteurs. De ce fait, il est important de

noter que le récepteur k5 €st principalement exprimé dans les cardiomyocytes et les cellules

muscuhires lisses vasculaires mais il n’est pas présent dans les cellules endothéliales

vasculaires (Haynes et al, 1998). En revanche, le récepteur de type B est exprimé
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principalement dans les cellules endothéliales vasculaires et épithéliales tubulaires du
néphron. Il est présent en faible quantité (5 a 10%) dans les cellules du muscle lisse
vasculaire. Cette grande densité de récepteurs ET-B au niveau de I'endothélium va permettre,
lorsqu’ils sont stimulés, la libération de facteurs relaxants tels que le NO et la PGI2. Ainsi, ils
s’opposent aux effets vasoconstricteurs médiés par le réceptguetBEeinent la production

d’ET-1 (Hirata et coll, 1993). Dans les conditions physiologiques normales, une augmentation
de la sécrétion de PET-1 est rapidement compensée par une libération de facteurs
vasodilatateurs permettant la constance du tonus vasculaire. Le cas échant, une dysrégulation
peut altérer les réponses vasculaires et entrainer un dysfonctionnement endothélial identifiable
dans certaines pathologies comme I'hypertension artérielle, 'obésité, la résistance a l'insuline
et le diabete (Juan et coll, 1998). Dans plusieurs travaux (Takahashi et coll, 1990 ; Takeda et
coll, 1991 ; Ferri et coll 1995) relatifs a des cas pathologiques (sujets diabétiques et
hypertendus) des taux anormalement élevés d’ET-1 ont étés observes. De plus, de nombreux
facteurs peuvent stimuler la sécrétion d’ET-1. Parmi ces facteurs, citons certaines substances
comme l'angiotensine Il, 'adrénaline, les glucocorticoides et l'insuline, des médiateurs de
linflammation (les endotoxines, les interleukines et le Tumor Necrosis Factor (TNF), des
facteurs de croissances (TQ@)- des facteurs de coagulation (Thromboxang ét la
thrombine, et quelques stimuli mécaniques ou chimiques comme les forces de cisaillement et
I’hypoxie. Chen et coll, 2000 et Khale et coll, 2000 ont démontrés sur des rats diabétiques (in
vivo et in vitro) qu'un stress oxydatif (une surproduction de radicaux libres) stimule la

production d’'ET-1 dans les reins et dans des cultures de cellules endothéliales (Fig.10).
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Figure 10 :Régulation de la vasoconstriction par I'endothélium vascu(&@esag B, 2009)

3.4. Synthése sur la modulation endothéliale de la vasomotricité

Les libérations des différents facteurs endothéliaux régulateurs de la vasomotricité sont
constanment modulées par de nombreuses molécules circulantes. Par exemple, 'ACh, par
lintermédiaire de récepteurs muscariniques endothéliaux, M1 et M2, va induire des
productions de PGI2, de NO et de 'EDHF. L'adrénomédulline est une hormone régulant la
vasomotricité qui provoque une libération de NO et inhibe la production d’endothéline par les
cellules endothéliales. Ainsi, le fonctionnement normal de la paroi vasculaire dépend de
différents facteurs de régulation. Ceux-ci peuvent étre regroupés en facteurs endothélium-
dépendants (d’origine endothéliale) et en facteurs endothélium-indépendants (d’origine
sanguine, musculaire lisse et nerveuse). Cette grande variété dans les mécanismes de

régulation du tonus vasculaire traduit une certaine plasticité et adaptabilité fonctionnelle de la

paroi vasculaire (Fig.11).
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Figure 11.Différentes fonctions de I'endothélium vasculgifarig et coll., 2001)

4- Les dysfonctionnements endothéliaux dans différentes pathologies

Les maladies cardiovasculaires restent de nos jours la premiere cause de mortalité chez la
femme et la 2™ cause chez 'homme aprés les cancers. Aprés avoir évoqué le role important

gue leNO joue dans le maintien de 'homéostasie vasculaire, il est nécessaire de noter qu’il a

aussi des effets protecteySarr, 2004) Le diabete, I'hypercholestérolémie, I'hypertension

artérielle, le tabagisme et I'obésité sont les principaux facteurs de risques qui prédisposent a
I'athérosclérose et I'insuffisance cardiaque (Steinberg et coll, 1996 ; Mather et coll, 2002 ;
John & Schmieder, 2003). Il est a signaler que ces pathologies et ces facteurs de risques sont

le plus souvent correlés a une dysfonction de la voie du NOS endothéliale (Poredos et coll,

2002).
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La dysfonction endothéliale est définie comme [l'altération des fonctions régulatrices de
'endothélium, qui entrainent I'apparition de certaines pathologies (Simona Sacco et coll
2013 ; Raji et coll 2006 ; Taddei et coll, 2003). Pour ce qui concerne la vasomotricité, la
dysfonction endothéliale peut conduire a wun déséquilibre de la balance
vasodilatateurs/vasoconstricteurs en faveur des facteurs vasoconstricteurs. La dysfonction
endothéliale influence également les facteurs pro-coagulants et les facteurs pro-
inflammatoires. Il y a une altération de la biosynthése et de la libération des facteurs
vasodilatateurs d'origine endothéliale ainsi que des facteurs anticoagulants et anti-
inflammatoires. (Bourgoin et coll, 2006 ; Simona Sacco et coll 2013). La dysfonction
endothéliale est associée a la plupart des maladies cardiovasculaires comme I'hypertension
artérielle, les maladies coronariennes, l'insuffisance cardiaque chronique, la maladie artérielle
périphérique, le diabéte et I'insuffisance rénale chronique (Endmann et coll, 2004). De ce fait,
la dysfonction endothéliale est caractérisée principalement par une diminution de la réponse
vasodilatatrice endothélium-dépendante via le NO, et secondairement via 'lEDHF avec un
exces d’oxydation (Michael E et coll, 2003 ; Endmann et coll, 2004). L'altération de la
biodisponibilité du NO est la cause majeure d’'un dysfonctionnement endothélial, compte tenu
de la forte implication du NO/EDRF dans les fonctions régulatrices de I'endothélium (Raji et
Catravas, 2008). La dysfonction endothéliale représente un indicateur important et précoce
dans la pathogenese de I'athérosclérose. On note une réduction des cellules progénitrices
endothéliales circulantes (synthétisé au niveau de la moelle osseuse et dont la production est
augmentée par I'activité physique). Ces cellules circulantes jouent un réle important dans la

regénération de I'endothélium et leur réduction participe a la pathophysiologie endothéliale.
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Via la libération du NO et de PGI2 et selon un mode paracrine, I'endothélium assure le
contrble de I'adhésion et de l'agrégation plaquettaire. Le diabete (type 1 et 2), I'obésité, la
dyslipidémie, I'hypertension artérielle, I'athérosclérose et I'hypercholestérolémie sont des

pathologies ou on note une diminution de la biodisponibilité du NO soit par une réduction de
sa production soit par une augmentation de sa dégradation (Raij et coll 2006 ; Peng et coll,
2013). C’est l'altération de I'expression et/ou de l'activité¢ de la NOSe qui provoque une

baisse de la production du NO (Duda et coll, 2004) et donc une augmentation de la production
de facteurs vasoconstricteurs qui entraine un dysfonctionnement endothélial et favorise la
vasoconstriction (Simona Sacco et coll 2013). D’autre part, sous l'influence de certains
facteurs de risques vasculaires (comme le vieillissement, le diabéte, I'obésité, I'hypertension
artérielle ...) I'endothélium subit des modifications fonctionnelles qui vont modifier ses

fonctions régulatrices (Michael E et coll 2003) (Fig.12).

Classical Risk Factors Movel/Emerging Risk Factors
Dizgbetes mellitus Infection/Inflammation
Dryslipidemia Physical inactivity
Smoking Post-prandial state
Hypertension Homocysteine
Aging \ !/ Obesity

) D e S =
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Endothelial Dysfunction

- ' + T
Impaired vasomotion/one Prothrombatic state  Pro-Inflammatory State  Proliferation in arterial wall

Atherosclerotic Lesion Formation and Progression
Plague Activation/Rupture
Decreased Blood Flow due to Thrombosis and Vasospasm

}
Cardiovascular Disease Events

Figure 12. Réle de la dysfonction endothéliale dans la pathogenese des maladies

cardiovasculaires (Michael et coll 2003)
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Sous l'influence de nombreux facteurs de risques cardiovasculaires, I'endothélium subit des
modifications et I'équilibre fonctionnel bascule en favorisant un dysfonctionnement
endothélial. Ce déséquilibre survient sous I'effet d'une part de facteurs intrinseques favorisant
linflammation, la prolifération des cellules musculaires lisses et la thrombose (Endmann H et
coll, 2004). D’autre part, sous l'effet de facteurs environnementaux comme une mauvaise
alimentation, linactivité physique, I'obésité, le tabagisme apparait une réduction de la
biodisponibilité du NO qui est le résultat d’'une diminution de l'activité de la NOSe
(Rajendran et coll 2013). Ainsi, dans le processus athéromateux, I'inflammation va faciliter le
passage de protéines, qui existent normalement dans le sang, a travers la paroi vasculaire vers
les tissus adjacents. Certaines de ces protéines comprennent la protéine C-réactive produite

par le foie et qui est un marqueur de l'inflammation (Devaraj S et coll, 2009).

Les cellules endothéliales jouent un réle notable dans la régulation du flux sanguin grace a
leurs capacités de générer une surface anti-thrombotique active qui facilite le transit du
plasma et des constituants cellulaires a travers le systeme vasculaire. Les perturbations telles
gue celles qui peuvent survenir lors des inflammations ou d’importantes contraintes de
cisaillement hydrodynamiques perturbent le fonctionnement des cellules endothéliales. Elles
ont un réle important dans la régulation de la coagulation en régulant I'expression des
anticoagulants et des facteurs pro-coagulants sur la surface des cellules de liaison. Au repos et
en état normal, les cellules endothéliales maintiennent la fluidité du sang par I'augmentation

de l'activité de nombreuses voies anticoagulantes (Rajendran et coll 2013).
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4.1. Mécanismes de la dysfonction endothéliale

Bien que la pathophysiologie de la dysfonction endothéliale soit complexe, elle implique
différents mécanismes. Ainsi, on note quatre origines de la baisse de la biodisponibilité du

NO (Pellegrin et coll, 2008) :

» Laréduction de I'expression et/ou de I'activité de la NOSe ;

* Le «découplage » de la NOSe (en I'absence du substrat L-arginine ou du cofacteur

BH,) ;

* L’augmentation de la capture ou de la dégradation du NO ;

e L’altération de la transmission des événements signalétiques initiés par le NO (Braam

B et coll, 2007)

Plusieurs facteurs peuvent augmenter le nombre de radicaux libres et donc induire un stress
oxydant (SO) qui conduit a Il'apparition d’'un dysfonctionnement endothélial (comme
'obésité, le tabagisme, la privation de sommeil, les infections microbiennes aigies, une forte
consommation de glucose, l'exposition aux métaux et aux polluants atmosphériques)
(Peramaiyan et coll 2013). L'installation d'un SO entraine une altération de la vasodilatation
via une diminution de la biodisponibilité du NO. L’anion superoxidé\@ piégrer le NO et
provoquerun dysfonctionnement endothélial. Dans les conditions physiologiques normales il
existe un équilibre entre la génération d’espéeces réactives dérivées de lI'oxygéne (ROS)
prooxydants et leur destruction par les antioxydants (défenses enzymatiques comme les
superoxydes dismutases, ...) qui protegent les cellules des effets toxiques oxydatifs

(Wassmann et coll, 2004 ; Sies and Jones, 2007). Dans des conditions physiopathologiques,
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la balance prooxydants/antioxydants est déséquilibrée en faveur d’'une hyperproduction de
ROS. L'O,” ense combinant avec le NO produit I'anion peroxynitrite (ONQ@® dernier a
des d&fets proathérogénes telque I'oxydation des LDL-cholestérol correspondant a I'un des

événements majeurs de I'athérosclérose (Griendling et coll, 2003)

Des études ont montré qu’une utilisation d’antioxydants améliore la réduction de la
vasodilatation endothélium-dépendante chez des sujets hypertendus (Heitzer et coll, 2001).
Chez des patients atteints d’insuffisance rénale chronique, il a été démontré gu'une
augmentation des marqueurs de l'oxydation est corrélée avec une dysfonction endothéliale
(Annuk et coll, 2001). L'augmentation de la production des ROS, chez des modeles
d’animaux avec insuffisance rénale chronique conduit a une diminution de la biodisponibilité
du NO et donc a un dysfonctionnement endothélial qui peut étre corrigé par une prise
d’antioxydants (Hasdan et coll, 2002 ; Vaziri et coll, 2002). D’autres travaux ont confirmé
gu'une administration de la Vitamine C, chez des patients ayant une insuffisance rénale
chronique, améliore la dysfonction endothéliale (Traverser et coll, 2003). Dans des modeles
d’animaux diabétiques, il a été suggéré qu’une augmentation du SO peut également conduire

a un dysfonctionnement endothélial (Zguira et coll, 2013).

4.2. Dysfonction endothéliale et hypertension artérielle (HTA)

Selon la définition de 'OMS, I'hypertension artérielle se définit par une pression artérielle
sysbliqgue supérieure ou égale a 140 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique
supérieure ou égale a 90 mmHg. L'HTA demeure un probléme majeur qui touche un nombre
important de sujets dans le monde. Elle constitue le principal facteur de risque
cardiovasculaire, et touche 10 a 15% des adultes. De plus, 'HTA est une pathologie liée au
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vieillissement parce que plus de 50% des individus ayant plus que 60 ans sont hypertendus.
L’HTA est associée a une augmentation de I'incidence de mortalité totale et par maladies
cardiovasculaires comme [|'accident vasculaire cérébral, les maladies coronariennes,
l'insuffisance cardiaque et l'insuffisance rénale. Selon les modeles étudiés chez 'homme, la
premiere démonstration de I'existence d’'une dysfonction endothéliale a été réalisée chez des
patients hypertendus, les relaxations induites par I’ACh dans l'artere brachiale sont diminuées
par rapport a des sujets normotendus. (Diederich et coll, 1990 ; Linder et coll, 1990 ; Luscher
et coll, 1992). La diminution de la réponse a I'ACh suggére un dysfonctionnement de la
production ou de la sensibilité a 'TEDRF (Bennett et Thurston, 1996). Le dysfonctionnement
endothélial contribue a laugmentation des résistances périphériques caractérisant
I'hypertension artérielle. De plus, un dysfonctionnement endothélial & été mis en évidence au
niveau des vaisseaux de résistance prélevés et soumiso a 'ACh ou au flux chez des
patients hypertendus (Taddei et coll, 1997 ; Ghiadoni et coll, 2000). La plupart des études
réalisées chez ’'homme suggere un role important de la diminution de la disponibilité en NO
dans la dysfonction endothéliale liée a I'hypertension. D’autre part, chez l'animal, une
dysfonction endothéliale a été constatée tant au niveau des vaisseaux de conductance que des
vaisseaux de resistance dans des modéles d’animaux hypertendus (Lee et coll, 1995;
Cordellini et coll 1999 ; Zhou et coll 1999 ; Zhou et coll, 2001 ; Sekiguchi et coll, 2002 ;

Stankevicius et coll, 2002 ; Yang et coll 2004 ; Michel et coll 2008).

4.3. Dysfonction endothéliale et insuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque est une maladie chronique avec une prévalence qui augmente avec

'age Le diagnostic clinique repose sur des symptomes et des signes qui témoignent d’un état
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de congestion pulmonaire ou périphérique. L'augmentation des résistances artérielles
systémiques est un indicateur d’'insuffisance cardiaque congestive avancée. L’altération de la
fonction vasodilatatrice de I'endothélium vasculaire & été démontrée dans linsuffisance
cardiaque que ce soit dans des modéles animaux ou chez 'lhomme. Il a été démontré chez des
rats rendus insuffisants cardiaques par ligature des coronaires qu’'un dysfonctionnement
endothélial se développe au niveau de la circulation périphérique et pulmonaire et non au
niveau de l'aorte (Varin et coll 1999). L'insuffisance cardiaque abolit la réponse dilatatrice
dépendante du flux sans modifier la vasodilatation induite par 'ACh. Cela suggere que
l'insuffisance cardiaque peut affecter sélectivement les facteurs endothéliaux vasodilatateurs
et en particulier le NO (Vercauteren et coll, 2006). D’autres études ont montré que chez des
patients insuffisants cardiaques, comme chez des animaux, il existe également une diminution
de la vasodilatation dépendante du débit des arteres périphériques et en particulier au niveau
des arteres de l'avant bras (Horning et coll, 1998 ; Joannides et coll, 2001). Dans certaines
conditions pathologiques, y compris linsuffisance cardiaque, on note une augmentation de
production de facteurs vasoconstricteurs comme I'ET1. Une telle augmentation pourrait
induire la baisse de production de NO qui participe a I'inhibition en permanence des effets
vasoconstricteurs de 'ET1 et de sa production (Favre et coll, 208uffisance cardiaque

affecte de facon importante I'endothélium vasculaire, en particulier la production de
monoxyde d'azote (NO). Les principales conséquences attendues de cette dysfonction sont :
1) au niveau coronaire : une altération de la perfusion et une augmentation des besoins
meétaboliques cardiaques, et 2) au niveau périphérique, une augmentation des résistances

artérielles conduisant a une augmentation de la postcharge et du travail cardiaque. On peut
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donc considérer qu'une telle dysfonction endothéliale participe a l'aggravation de

l'insuffisance cardiaque, et constitue une cible pharmacologique majeure dans ce contexte.
Cette dysfonction peut étre réduite par des traitements "classiques” de l'insuffisance cardiaque
(inhibiteurs du systeme rénine-angiotensine-aldostérone), ainsi que des traitements plus
récents (tels que l'ivabradine-bradycardisant en agissant sur courant pace maker If-). Enfin, de
nouvelles approches ont été développées récemment dans l'optique de cibler spécifiquement
I'endothélium et la production de NO, par exemple les inhibiteurs de tyrosine phosphatases
1B, dans le but de traiter secondairement linsuffisance cardiaque via la protection

endothéliale. (Vincent et coll, 2009 ; Marti et coll, 2012).

4.4. Dysfonction endothéliale et hypercholestérolémie

Plusieurs études suggerent que les troubles lipidiques entrainent des anomalies de la
vasomoticité. Chez 'homme, I'’hypercholestérolémie est liée a une baisse de la vasodilatation
endothélium dépendante a 'ACh méme en présence d'un vaisseau morphologiquement
normal. Ce dysfonctionnement est réversible et rétabli par une administration de la L-arginine
ou de vitamine C (Best PJ et al, 1999). Les troubles lipidigues associés a une anomalie de la
vasomotricité endothélium dépendante sont le résultat d’'une présence de LDL-oxydées qui
augmente la contractilité des cellules musculaires lisses (Robinson et coll, 2013). C’est la
sécrétion d’ET1 par les cellules endothéliales qui inhibent la libération du NO via une
activation des récepteurs scavenger et la vasodilatation endothélium dépendante (Brunner et
coll, 2005). Chez le Ilapin hypercholestéroléemique, l'augmentation rapide de Ila
vasopermeabilité précede l'apparition de plaques d’athérosclérose (Wu et coll, 1995). Une

augmentation de la fuite capillaire induite par les polynucléaires neutrophiles lors de
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I'ischémie-reperfusion, chez des rats hypercholestérolémiques, montre le role de cofacteur des
lipides dans la progression des lésions vasculaires (Harris et coll 1996). Les taux
spécifiguement élevés de LDL circulant contribuent a linstallation de I'athérosclérose
(Burnett et coll, 2008). Chez le lapin, il a été montré que I'hypercholestérolémie atténue
'angiogenése (Van Bell et coll, 1997). Il existe une diminution de la synthése et la libération

du NO liée probablement d’'une part a une inhibition de I'activation de la NOS en réponse aux
stimuli humoraux et/ou hémodynamiques ; mais aussi une inactivation du NO par les LDL
oxydées (Cromwell et coll, 2007). Cette diminution de la synthése et de la libération du NO
est probablement responsable de certaines conséquences comme la sensibilité aux facteurs

vasoconstricteurs, la diminution de la résistance a I'adhésion et a I'agrégation plaquettaire et a

la formation de thrombine (Emil et coll, 2012).

4.5. Dysfonction endothéliale et diabéte

4.5.1. Généralités sur le diabete

Le corps humain est unemachine» complexe qui, pour son fonctionnement, a besoin
d’énergie. Les cellules, qui sont la plus petite entité fonctionnelle du corps humain, ont besoin
d’énergie pour assurer leur bon fonctionnement. En effet, la seule forme d’énergie principale
utilisée par les cellules est I'ATP qui provient de la dégradation des aliments. Ces derniers
apportent des molécules organiques qui, lors de leur dégradation, fournissent de I'énergie sous
forme d’ATP. Les aliments apportent les glucides, les lipides et les protéines. Le glucose
apporté par les aliments représente une source d’énergie importante pour I'organisme et il
sera utilisé par les cellules puis le surplus va étre stocké dans le foie et les muscles. En
période postprandiale des concentrations trop élevées de glucose dans le sang entraine la
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libération d’'une hormone unique hypoglycémiante, secrétée par les cellules béta des ilots de
Langerhans situés dans le pancréas, pour faciliter sa pénétration et son stockage faisant ainsi
baisser la concentration de glucose dans le sang. Cette hormone endocrine est I'insuline. Sa
production est adaptée en permanence en fonction du taux de glucose dans le sang (la

glycémie) dans le but de le garder globalement constant.

En période inter-prandiale, on note une baisse de la glycémie qui va stimuler le pancréas pour
secréter (par les cellules alpha) une autre hormone, ayant des effets opposés a ceux de
l'insuline, le glucagon qui est une hormone hyperglycémiante. Cette hormone va permettre
I'hydrolyse du glycogéne en glucose pour le rediffuser dans le sang et donc son utilisation est

toujours en relation avec toutes les cellules.

Selon l'origine de I'hyperglycémie on distingue 2 types de diabéte, le diabéte de type 1 ou
insulino-dépendant et le diabéte de type 2 ou non insulino-dépendant. Les deux types de
diabéte ont des causes variées et présentent des mécanismes différents, mais ils aboutissent au
méme résultat : des taux anormalement élevés de glucose dans le sang. Le diabéte qui se veut
une maladie chronique, se manifeste par une concentration trop élevée du glucose sanguin
(>1.26 g.-1 ou 6.9 mmol.I-1) due a un dysfonctionnement du pancréas qualitatif ou
guantitatif en insuline qui régule la glycémie. Le pancréas adapte en permanence sa
production d’insuline au taux de glucose dans le sang dans le but de le garder globalement
constant. Essentiellement, dans le cas d’'une pathologie auto-immune, le diabéte de type 1
(DT1) est le résultat d'un défaut de la sécrétion et/ou de I'action de l'unique hormone
hypoglycémiante, l'insuline (Alberti and Zimmet, 1998 ; Grimaldi, 2009). Le DT1 est
caractérisé par une hyperglycémie chronique avec des valeurs qui dépassent les valeurs seuils
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établies par 'OMS. A jeun, lorsque la valeur est inférieure ou égale a 5.6 mmol/L (1.01 g/L)
correspondant a une concentration en glucose dans le plasma de 6.1 mmol/L (1.10 g/L), la
glycémie est dite « normale ». Le diabéte est installé lorsque la concentration plasmatique en
glucose déterminée, a jeun et par deux mesures successives, est supérieure ou €gale a 7
mmol/L (1.26g/L). Lorsque 80 a 90% des cellules endocrines (celfuldes ilots de
Langehans du pancréas) productrices de l'insuline sont détruites, le diabéete apparait. La
destruction des cellules productrices d’insuline est le résultat d’une attaque des cellules clés
du systéme immunitaire de I'organisme(les lymphocytes T). On note également I'activation
d’autres lymphocytes (lymphocytes B) qui produisent les auto-anticorps capables de se fixer
sur les celluleg. Lors de la détection d’une hyperglycémie, a jeun, dectié des marqueurs

de destruction immune a savoir principalement quatre auto-anticorps (Verge et coll, 1996) :

Contre les cellules (Islet Cell Antigen (ICA) et Islet Antigen 2 (I1A-2))

Contrel'insuline (Insulin Auto Antibody (IAA))

Contre la décarboxylase de l'acide glutamique (Glutamic Acid Decarboxylase 65

(GADG65) impliquée dans les réactions immunitaires.

Le diabete de type 2 ou diabéte non insulino-dépendant est le type de diabéte le plus rencontré
dans le monde avec 90% des cas de diabéte, selon 'OMS. Les causes de la survenu de ce
type de diabéte est en relation directe soit avec une prédisposition génétique soit avec une
surcharge pondérale et une sédentarité. Ce type de diabéte correspond a une désensibilisation
des récepteurs a l'insuline a I'action de cette hormone. Ceci va emmener a la diminution des

réponses biologiques induites par I'insuline. C’est cet état qui est appelé résistance a l'insuline
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et qui est lié au développement de ce type de diabete. Le diabéte de type 2 touche
généralement les individus adultes (+ 40 ans) mais de nos jours cette maladie commence a
étre dépistée chez les jeunes qui présentent une surcharge pondérale. Dans ce type de diabéte
il y a, le plus souvent, un état d’'insulino-résistance. L’insuline synthétisée par le pancréas ne
satisfait pas les besoins de I'organisme, on note une accumulation de glucose dans le sang ou

une hyperglycémie.

4.5.2. Endothélium et diabete

Le diabéte est associé a une augmentation de la mortalité (nombre de déces/effectifs population)
lite a une morbidité (nombre de malade/effectifs population) cardiovasculaire. Les problémes
cardiovasculaires sont en relation direct avec les taux plasmatiques anormalement élevés de
glucose. Mis a part cette hyperglycémie, d’autres facteurs de risques vasculaires jouent un role
prédominant dont on cite par exemple : I'hypertension artérielle, la dyslipidémie, les facteurs
géneétiques et I'hyperinsulinémie endogéne (Mayaudon et coll. 2000 ; Halimi et coll. 2000).
Rappelons que le tonus vasculaire est déterminé par un équilibre entre les effets opposés des
substances vasodilatatrices ou vasoconstrictrices (Luscher et coll. 1997 ; Goodfellow et coll.
1996). Chez le sujet diabétique, un dysfonctionnement endothélial est considéré comme un

marqueur précoce de risque vasculaire (Sobrevia et coll. 1997).

De méme que I'hypertension artérielle, l'insuffisance cardiaque, I’hypercholestérolémie et autres

pathologies, le diabete révele (via des modeéles expérimentaux) une altération des réponses

relaxantes endothélium-dépendante. Chez les rats rendus diabétiques par injection de STZ, on

note une baisse de la vasodilatation endothélium dépendante a I'’ACh au niveau de l'aorte

thoracique (Zguira et al, 2013). Il a été bien établi que le diabéte est associé a une dysfonction
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endothéliale induit par l'altération de la relaxation endothélium dépendante (Bakker et coll,
2009 ; Teixeira-Lemos et coll, 2013). Chez des patients diabétiques de type 1 ou type 2, la
réponse a I’ACh est réduite suggérant une dysfonction endothéliale (Gewaltig et coll, 2002 ;
Delp et coll, 2008). Dans le modeéle animal (diabéte type 1) la relaxation endothélium
dépendante induite par 'ACh est altérée a cause de la diminution de la biodisponibilité du NO

(Olukman et coll, 2010).

4.6. Dysfonction endothéliale, surpoids et obésité

L'obésité est une maladie chronique, a potentiel évolutif conduisant a une pathologie
d’organe et qui concerne plus d’'un milliard de personnes dans le monde entier (Marie et coll,
2000 ; Gartner et coll, 1993). Selon la publication de 'OMS en mars 2013 (Kumari et
Chandra, 2013), a I'échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a doublé depuis 1980. Le
surpoids concerne 1,4 milliard de personnes de 20 ans et plus. Parmi lesquelles plus de 200
millions d’hommes et pres 300 millions de femmes sont obeses (estimations de 2008). 35%
des adultes agés de 20 ans et plus étaient en surpoids et 11% étaient obeéses (estimations de
2008). 65% de la population mondiale habitent dans des pays ou le surpoids et I'obésité tuent
plus de gens que l'insuffisance pondérale. Le surpoids concerne prés de 40 millions d’enfants
de moins de cing ans (estimations de 2011). Plus alarmante encore est la mise en évidence
récente d’anomalies de la fonction endothéliale chez les obeses démontrant que I'obésité est
un veéritable marqueur de risque de la survenue d’accidents cardiovasculaires (Miaadi-
Messaoud et coll, 2010). Il a été déemontré que la vasodilatation endothélium-dépendante
induite par une injection iontophorétique d’ACh est significativement réduite chez des

femmes obéses et des femmes en surpoids. Cette observation permet de suggérer I'incidence
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de I'obésité et du surpoids sur le dysfonctionnement endothélial (Miaadi-Messaoud et coll,
2010). Parmi les origines possibles de cette dysfonction endothéliale, citons I'implication des
adipocytes qui secretent de nombreux facteurs de nature peptidique connus sous le terme
d’adipokines (comme la leptine, la résistine etc ...). Casteilla et coll, (2004), ont montré que
par ces secrétions d’adipokines, le tissu adipeux participe a ’homéostasie énergétique de
'organisme et est aussi impliqué dans les fonctions cardiovasculaires. Le développement
important du tissu adipeux, qui est associé a une réponse inflammatoire chronique
caractérisée par une production élevée d’adipokines, influence de facon directe ou indirecte

’lhoméostasie vasculaire de sujets obéses (Correia et Haynes, 2004 ; Féve et coll, 2006).

4.7. Dysfonction endothéliale et vieillissement

Rappelons que la dysfonction endothéliale est définie comme les altérations fonctionnelles de la
physbplogie endothéliale caractérisée par une diminution de la synthése ou de la biodisponibilité
de substances vasodilatatrices (comme le NO) et par une augmentation de production des
facteurs vasoconstricteurs (Beckman et coll.,, 1998). Ce déséquilibre provoque une
vasoconstriction, une hyper-coagulation, une prolifération et un état pro-inflammatoire
favorisant ainsi l'athérosclérose (Anderson TJ., 1999). Avec l'age, un nombre important
d’'individus s’exposent a une multitude de facteurs de risques cardiovasculaires (comme
I'hyperglycémie et I'insulino-résistance, I'obésite, le profil lipidique altéré et I'hypertension
artérielle...). Ces facteurs de risques sont liés d’'un coté a I'age (le vieillissement) et d’'un autre
c6té a la sédentarité. Des études ont montré que méme des courtes périodes dinactivité
conduisent, chez des personnes agées hospitalisées, a une insulino-résistance, un DE, une

dyslipidémie et une augmentation de la pression sanguine (Stuart et coll., 1998 ; Smorawinski et
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coll., 2000 ; thosar et coll., 2012). Toutefois, avec le vieillissement, les effets cumulatifs
associés aux modifications métaboliques inévitables on note une baisse de la capacité de
fonction réparatrice de I'endothélium. Les cellules endothéliales ne peuvent subir qu’'un nombre
limité de divisions et finissent par entrer dans un état de sénescence (connu comme un processus
héréditaire endogéne du vieillissement biologique) dans laquelle les cellules sont encore
meétaboliguement actives mais expriment un phénotype pro-inflammatoire, pro-oxydatif et pro-
athérogene (Di Francescomarino et coll., 2009). Les effets cumulatifs de ces parametres
entrainent une forte baisse des capacités fonctionnelles de I'endothélium. Généralement, toutes
les maladies cardiovasculaires ont une prévalence accrue chez les personnes agées. D’autres
études ont montré une absence de changements dans la vasodilatation endothélium-indépendante
chez 'homme et I'animal agés, preuve qui laisse suggérer que les changements sont liés a la
vasodilatation endothélium-dépendante et en grande partie a la libération du NO (Cosentino et
coll., 2007). Cependant, il y a aussi quelques changements dans la synthese et la libération
d’autres facteurs vasodilatateurs comme I'EDHF et la PGI2 et une augmentation des facteurs
vasoconstricteurs (Vanhoutte, 2004). Lakatta, (2003) et Brandes et coll (2005) ont montré
eégalement la présence de changements structuraux dans I'endothélium liés au vieillissement
comme l'augmentation de I'expression des molécules d'adhésion, la permeéabilité et la
diminution de la régénération et des capacités angiogéeniques. Ainsi, de nombreux mécanismes
peuvent expliquer l'altération de la fonction endothéliale liee au vieillissement. Cependant, le

stress oxydatif et 'inflammation interviennent dans ce processus.
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4.8. Dysfonction endothéliale et inflammation

L’inflammation joue un rble important dans la pathogenése de plusieurs maladies
cardovasculaires. L’athérosclérose, par exemple, est une maladie inflammatoire médiée par les
macrophages dérivés des monocytes qui s’accumulent dans les plaques artérielles et libérent des
cytokines pro-inflammatoires qui causent des dommages tissulaires (Leung et coll., 2008).
L’augmentation des protéines C-réactives (CRP), qui est un des marqueurs de l'inflammation,
est considérée comme un facteur prédictif d’événements cardiovasculaires (Balducci et coll.,
2010). De plus, la CRP et d’autres cytokines inflammatoires provoquent le déclenchement d’'un
dysfonctionnement vasculaire (Sprague et Khalil, 2009), en modifiant I'activité et I'expression
du canal calcique (Tiwari et coll., 2007), en régulant a la hausse I'expression et la fonction de la
Rho-kinase (Hiroki et coll., 2004) et en augmentant la production des ROS (Zhang et coll.,
2008). Cette augmentation est induite par la cyclo-oxygénase (COX) et par I'expression de
meédiateurs pro-inflammatoires, comme [linterleukine 1B (IL1B), IL-6, « Tumor Necrosis
Factor » TNFa, de la COX-2 et la INOS (Kim et coll., 2002). Une étudeelevé, pour la
premiere fois, une surexpression d’'une cytokine pro-inflammatoire, laolN&ns le tissu
adipeux chez la souris obése confirmant l'association entre linflammation et I'obésité
(Hotamisligil et coll., 1993). D’autres études ont montré I'implication de l'inflammation dans le
processus de la dysfonction endothéliale lorsque certains facteurs de risques cardiovasculaires,

tels le diabete, I'obésité, et I'hypertension artérielle, sont présents (Ross, 1999 ; Libby, 2006).
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5- Vasomotricité endothélium dépendante et activité physique

5.1. Mécanismes des effets de 'activité physigue sur I'endothélium et

la vasomotricité

De nombreuses études ont été réalisées chez les animaux concernant les effets de I'exercice
physgue sur la vasomotricité endothélium-dépendante via le NO/EDRF. Ainsi, un
entrainement de I'ordre de 4 semaines chez le rat augmente la biosynthése du NO endothélial
dans les artérioles de muscles squelettiques. Par ailleurs, alors que les réponses
vasodilatatrices induites par 'ACh et par la L-arginine sont augmentées, les réponses induites
par le Nitroprussiate de sodium demeurent constante. Ceci veut dire qu’il y a une amélioration
de la fonction vasorelaxante endothélium-dépendante mais aucune modification de la
sensibilité du MLV au NO (Sun et coll, 1994). Une autre étude réalisée par Koller et coll,
(1995) a montré que chez un rat traité au LNMMA (inhibiteur de la NOS), I'entrainement
physique permet d’augmenter la vasodilatation des artérioles du muscle squelettique. Il peut
donc en étre déduit, que I'augmentation de la production endothéliale du NO/EDRF est

induite par I'exercice qui est une réponse adaptative a celui-ci.

Concernant les vaisseaux sanguins de diamétre plus important, il a été observé qu'un
entrainement aérobie d’lh/jour chez le porc améliorait la vasodilatation endothélium
dépendante (Mcallister et Laughlin 1997). De méme chez le rat, Delp et coll, (1993) ainsi que

Delp et Laughlin, (1997), ont observé qu'un entrainement de 4 semaines était capable
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d’augmenter la vasodilatation induite par 'ACh au niveau de I'aorte abdominale isolée tout
en augmentant la concentration intracellulaire de la NOS endothéliale de la paroi aortique. En
outre, il a été démontré que lorsque les forces de cisaillement sont faibles dans certains
vaisseaux chez des animaux ayant effectué un entrainement physique, aucune amélioration de
la vasodilatation endothélium dépendante n’est observée. Par ailleurs, 8 semaines
d’entrainement physique chez le lapin, sur tapis roulant vont entrainer une augmentation de la
vasodilatation endothélium dépendante a I’ACh au niveau de I'aorte thoracique et des arteres
pulmonaires mais pas au niveau de l'artere carotide (Chen et Li, 1993). De méme, 4 semaines
d’activités physiques journalieres chez le rat vont améliorer la vasodilatation endothélium
dépendante au niveau des artérioles du muscle lisse squelettique. En revanche, aucune
modification n’est observée au niveau des artéres mésentériques (Sun et coll, 1998). De ce
fait, ceci s’explique par I'exercice physique qui n’induit pas de forte augmentation du flux
sanguin tant au niveau de l'artere carotide qu’au niveau des vaisseaux mesentériques. Et par

voie de conséquence, il n’induit pas d’augmentation du shear stress (Sun et coll, 1998).

Au niveau des vaisseaux coronaires, il a été prouvé que I'entrainement physique augmente
'apport de sang dans le lit coronarien chez le porc (Laughlin et coll, 1999). Il a été montré
plus tard chez le chien (entrainé 1lh/jour, pendant 10 jours sur tapis roulant), que cette
augmentation était liée a une vasodilatation endothélium dépendante (Wang et coll, 1993). Par
ailleurs, il a été observé, que l'activité physique fait augmenter I'expression du gene de la
NOS dans les arteres coronaires chez le chien entrainé pendant 10 jours (Sessa et coll, 1994).
Une autre étude chez le porc a montré qu’un entrainement physique de 16 semaines augmente

la quantitt d’ARNm codant pour la NOS (Woodman et coll, 1997). Ceci suggere que
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laugmentation de NO et la vasodilatation endothélium dépendante peuvent persister long
temps dans les vaisseaux étudiés. Les mémes résultats ont été observés chez le rat, a savoir
gue l'activité physique et donc les forces de cisaillement induisent une surexpression de la
NOSe. Et en conséquence, on note une augmentation de la vasodilatation endothélium
dépendante (Woodman et colll, 2005). Il est a signaler que I'exercice physique agit sur
'ensemble de la paroi artérielle. Ainsi, pour ce qui concerne les vaisseaux coronaires, les
vaisseaux des muscles squelettiques, l'aorte, I'artére pulmonaire etc... Il est de plus a noter
gue les terminaisons nerveuses péri-vasculaires parasympathiques, si elles sont présentes,
sont stimulées ; les cellules MVL qui deviennent moins sensibles a la noradrénaline, a
l'adrénaline et a I'ET1, ont leurs canaux calciques inhibés et deviennent plus sensibles a
'adénosine. Enfin, I'endothélium vasculaire tout en étant le siege d’une surproduction de NO
(via la NOSe) est aussi le siege d'une suractivité¢ de la SOD alors que la production

endothéliale de molécules vasoconstrictrices telles que le TxA2 et 'ET1 est diminuée.

5.2. Effets de l'activité physigue sur les dysfonctionnements

endothéliaux associés a différentes pathologies et facteurs de risques

cardiovasculaires

Parmi les facteurs de risques cardiovasculaires le plus souvent associés a un
dysfonctionnement endothélial citons [I'HTA, le diabete (de type 1 et 2),

I’hypercholestérolémie, le tabagisme, I'obésité, le surpoids, le vieillissement et la sédentarité
(Endemann et Shiffrin 2004). Rappelons que ces dysfonctionnements endothéliaux
correspondent le plus souvent a une adaptation ou peuvent conduire a une potentialisation du

risque pathologique. Nous exposerons successivement les effets de I'activité physique sur
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'endothélium dans quelques pathologies cardiovasculaires (HTA, IC, hypercholestérolémie)

dans le diabéte et le syndrome métabolique ainsi que dans d’autres facteurs de risques.

5.2.1. Activités physiques et pathologies cardiovasculaires

Les difféerentes études réalisées depuis de nombreuses années montrent que la pratique
réguiére d’'une activité physique modérée est importante pour assurer la prévention primaire
et secondaire de ces maladies cardiovasculaires (Casillas et coll., 2007 ; Grasser et coll.,
2007 ; Werburton et coll., 2007 ; Blair et coll., 2006). En effet, I'activité physique a des effets
préventifs et thérapeutiques tels qu’elle peut étre associée (ou méme substituée) a certaines
prescriptions médicamenteuses (antihypertenseurs, inhibiteur du systeme rénine-angiotensine-
aldostérone, inhibiteurs des récepteurs a I'angiotensine 2, les statines ...). Ainsi, commence a
se développer le principe de la prescription d'une activité physique en association avec un
traitement médicamenteux pour ce qui concerne les maladies cardiovasculaires. Par exemple,
chez I'hypertendu une activité physique associée a un traitement antihypertenseur peut
amener a diminuer la posologie des médicaments prescrits ce qui est bénéfique a tous points
de vue. Par ailleurs, il est démontré également que I'entrainement physique (3h/semaine)
ralentit I'évolution des maladies cardiovasculaires en réduisant les effets des facteurs de
risques propres a ces pathologies (amélioration du profil lipidique et de la répartition de la
masse grasse, diminution de l'insulino-résistance et de la pression artérielle systolique).
Méme si les mécanismes inducteurs des bénéfices de I'exercice physique sur les pathologies
cardiovasculaires ne sont pas totalement élucidés, un grand nombre de travaux expérimentaux

arrive a un consensus : l'activité physique stimule la fonction endothéliale régulatrice de la
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vasomotricité et, méme, prévient I'apparition d’'un dysfonctionnement endothélial voir permet

la restauration de fonctions endothéliales dégradées.

Si les effets de I'activité physique sur la relaxation endothélium dépendante au NO de sujets
sains sont tres controversés (Tanriverdi et coll., 2005 ; Hannukainen et coll., 2007), de
nombreux travaux indiquent que l'activité physique permet de prévenir et de diminuer la
dysfonction endothéliale. Par ailleurs, l'activité physique préserve la fonction endothéliale
dépendante du NO chez des sujets a risques cardiovasculaires mais permet aussi de rétablir
une fonction endothéliale altérée dans les territoires vasculaires sollicitts ou non par
'exercice physique. Nous citerons quelques exemples tant expérimentaux que cliniques

relatifs aux effets de I'exercice sur I'endothélium :

Chez la souris hypercholestérolémique (génétiquement dépourvue d’apolipoprotéine E), 4
semaines de course sur tapis ou 9 semaines de nage (Pellegrin et coll., 2007) préviennent la
diminution de la vasodilatation endothélium dépendante au niveau de I'aorte tel qu’elle est
observée chez les souris hypercholestérolémique sédentaires vs les souris normales
cholestérolémiques (Neibauer et coll., 1999). Ces résultats ont été observés sur d’autres
modeles tant au niveau des artéres de conductance qu’'au niveau des artéres de résistance
(Raham et coll., 2004 ; Chakraphan et coll., 2005). Ces observations ont également été

confirmées chez ’'homme (Watts et coll., 2004).

Chez les patients coronariens l'effet bénéfique de l'activité physique sur la dysfonction
endothéliale est observé au niveau des artéres résistantes de l'avant-bras et au niveau des

artéres coronaires. Ainsi, la vasoconstriction coronarienne paradoxale induite par I'ACh chez
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le coronarien est diminuée de I'ordre de 54% lorsqu’il y a eu un entrainement physique de 4

semaines (Desouza et coll., 2000 ; Hambrecht et coll., 2000).

Pour ce qui concerne I'HTA, il a été observé que l'activité physique (course sur tapis roulant
pendant 3 mois) améliore la production de NO/EDRF (et aussi dEDHF) chez des rats

hypertendus (Yen et coll., 1995 ; Chen et coll., 1999).

Chez [I'hypertendu la pratigue de [lactivité physigue présente peu de risques
(musculosquelettique et cardiovasculaire) pourvu que des tests d’effort préalables ont été fait
et aussi que l'activité physique soit réguliére. En effet, les risques sont tres faibles lorsque les
patients suivent scrupuleusement et donc régulierement leurs entrainements adaptés (Sherman
DL et coll., 2002). Par contre beaucoup de bénéfices découlent de cette activité physique
réguliére. Ainsi au niveau de la pression artérielle il y a une baisse de 'ordre de 6 - 10 mmHg
en pression systolique et de I'ordre de 4 — 8 mmHg en pression diastolique (Higashi et coll,
2004) Ces bhénéfices concernent aussi bien la prévention de la maladie hypertensive que le
traitement d’'une hypertension avérée. Le niveau d’effort nécessaire n’est pas obligatoirement
important. Ainsi, le simple fait de marcher fréquemment peut induire un effet protecteur

(Hayashi et coll., 1999).

Nous avons indiqué précédemment, que l'activité physique diminue le niveau de pression
artérielle d’'un individu hypertendu pour des valeurs de 6-10mmHg en systolique et de 4-
8mmHg en diastolique. Cette baisse de la pression systolique va entrainer une réduction de
6% de la mortalité par accident vasculaire cérébrale et de 4% de la mortalité par

coronaropathie (Cornelissen et Fagard 2005). Rappelons qu’une activité physique associée a
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un traitement médicamenteux antihypertenseur est une démarche thérapeutique maintenant
acceptée. Il est cependant essentiel que le patient respecte les modalités d’entrainement
prescrites afin d’obtenir des résultats satisfaisants. Enfin, signalons que I'effet hypotenseur de
I'activité physique se manifeste a partir d’'un niveau d’'activité modérée et semble indépendant
de l'intensité de I'effort a condition de rester a un niveau sous-maximal. Par ailleurs, une

activité physique trop faible n’aura aucune efficacité.

Effets de I'exercice dans certaines pathologies
humaines sur la paroi vasculaire

A A Vasodilatation

Cellule musculaire lisse

~—

Cellule endothéliale

Athérosclérose

4 2 12 semaines d’exercice en endurance aintensité modérée

Figure 13.Effets de I'exercice dans certaines pathologies sur la paroi vasculaigaiag et Al, 2003)

On note une augmentation de la biosynthése du NO et une daisse de I'endothéline 1 aprés une période
4 a 12semaines d’entrainement en endurance a une intensité modérée chez des sujets humains. Le NO
traverse la membrane du MLV et via la voie des GMPc provoque une amélioration de la

vasodilatation.
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5.2.2. Activités physiques et diabéte

Il est bien admis que la pratique d’'une activité physique réguliere accompagnée d'une
alimentation saine est une pratique incontournable de prévention, de prise en charge et de
traitement des facteurs de risques cardiovasculaires. L’exercice chronique aérobie améliore la
fonction cardiovasculaire chez 'homme. Cela est vrai non seulement chez les sujets en bonne
santé (sans facteurs de risques) (Clarkson et coll., 1999), mais aussi chez les personnes agées
et ceux qui présentent des facteurs de risques cardiovasculaires (Hambrecht et coll., 1998). En
effet, l'activité physique sera plus bénéfique chez ceux qui ont des facteurs de risques ou des
maladies cardiovasculaires. Par exemple, une période de 8 semaines d’activité physique
ameliore d’'une maniere significative la fonction endothéliale, chez des patients diabétiques
(type2) (Maiorana et coll.,, 2001a) mais pas chez des sujets sains (Maiorana et coll.,
2001b).Une étude ameéricaine reéalisée par le « Diabetes Prevention Program Research
Group » sur la prévalence du diabéte de type 2, montre qu’une modification des habitudes
journalieres et de mode de vie était plus bénéfigue que la prise de traitement
pharmacologique. Dans cette étude 3234 sujets avec un IMC > 24 non atteints de diabéte
(type 2) mais qui sont en état de pré-diabéte avec une intolérance au glucose ont été
randomisés en 3 groupes. L® groupe : changement des habitudes de vie*"legzoupe :

prise de traitement pharmacologique hypoglycémiant e Groupe placebo. Le premier
groupesuivait un régime hypocalorique et hypolipémiant accompagné d’une activité physique
modérée comme la marche rapide a la hauteur de 150 min/semaine dans le but de diminuer

leur poids initial de 7%. La période d’étude s’étendait sur 2,8 ans en moyenne, I'incidence du
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diabéte de type 2 a diminué de 58% dans®lgrbupe et de 31% dans I8"2comparés au

groupe placebo (Knowler et coll., 2001). D’autres études confirment ces auteurs en ces
résultats (Hamdy et coll., 2003). De ce fait, la communauté meédicale conseille aux patients
diabétiques de pratiquer une activité physique modérée (40 & 60¢V @eylg) durant 20 a

30 min(au minimum) 3 a 5 fois par semaine. Chez les rats diabétiques de type 2, I'exercice
physique va également réduire la baisse de NO/EDRF et d’EDHF (Minami et coll., 2002).
Chez les adultes, les anomalies de la fonction vasculaire sont détectables généralement avant
le développement de la pathologie (Juonala et coll, 2008). Par ailleurs, les enfants et les
jeunes adultes atteints d’hyperlipidémie familiale et ayant des antécédents de diabete de type
2 sont connus pour étre a risque important vis-a-vis du développement de pathologies

vasculaires.

5.2.3. Activités physiques, surpoids et obésité

Etant donné que la sédentarité est un facteur causal de I'obésité, la pratique d’'une activité
physque réguliere est considérée bénéfique pour la santé et particulierement contre I'obésité.
De nombreux travaux ont recommandeé la pratique d’activités physiques dans le but de lutter
contre l'obésité (Bandeau et coll, 2003 ; Lazzer et col, 20043.alarmante encore est la mise

en évdence récente d'anomalies de la fonction endothéliale chez les obéses démontrant que I'obésité
est un véritable marqueur de risque de la survenue d’'accidents cardiovasd&ipbss, I'exces de

la masse grasse est associé a une élévation modérée des taux circulants de médiateurs
inflammatoires non spécifiques d’interleukines et de cytokines (C-Réactive Protéine,
cytokines, interleukines, molécules d’adhésion ou de remodelage de la matrice

extracellulaire), produits par le foie et les organes lymphoides mais également par le tissu
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adipeux blanc. Il s’agit de protéines de la phase aigué de l'inflammation (Poitou et coll,
2007). Comme les autres tissus de I'organisme, le tissu adipeux possede des macrophages «
résidents » dont la fonction n’est pas clairement établie, mais qui semblent avoir une action
anti-inflammatoire (phénotype M2, produisant des cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-
10). La réduction pondérale, permet une amélioration de I'état inflammatoire observé dans
'obésité et une chute de I'expression des genes de l'inflammation du tissu adipeux (Kong et
coll, 2013). En fait, de nombreuses études ont prescrit la pratique d’'une activité physique dans
les programmes de lutte et de prévention contre cette pathologie (Lazzer et coll, 2004 ; Ben
Ounis et coll, 2010). De méme, il a été déemontré qu’'une meilleure utilisation périphérique du
glucose pourrait prévenir I'obésité, ce qui plaide en faveur du réle primordial d’'une activité
physique réguliere. L’'entrainement combiné avec un programme de régime hypocalorique a
amelioré la capacité a oxyder les lipides pendant I'exercice, et cette amélioration a été
associée aux améliorations des concentrations plasmatiques des adipocytokines chez des
adolescentes obéses. De nombreux travaux ont décrit les déficiences de la fonction
endothéliale jusqu'a 50% chez les enfants et I'adolescent obése comparés a des sujets

normaux (Aggoun et coll, 2008 ; Fernhall et coll, 2008).

5.2.4. Modalités de I'activité physigue et effets sur la

vasodilatation endothélium dépendante

Le type d’exercice le plus adapté pour stimuler la fonction endothéliale est I'entrainement en
endurane (Desouza et coll.,, 2000). Par ailleurs, I'entrainement en résistance lorsqu’il n’est
pas trop intense permet aussi de stimuler la vasodilatation endothélium dépendante

(Hambercht et coll., 2000). Par contre, peu d’études ont été réalisées concernant les effets de
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la durée, de la fréquence et de lintensité sur I'amélioration de la fonction endothéliale
régulatrice de la vasomotricité. Pour ce qui concerne la durée, il semble qu'un entrainement
de 6 semaines permet d’'avoir des relaxations endothélium dépendantes optimales (Haram et
coll., 2006). Par contre, chez lI'animal, des durées d’entrainement de plusieurs mois ne
provoqueraient plus de modifications de la fonction endothéliale mais provoqueraient une
augmentation du diamétre de la lumiere des artéres ce qui aurait pour conséquence de réduire
les forces de cisaillement et donc de normaliser la vasodilatation endothélium dépendante.
Pour ce qui concerne la fréquence des séances des entrainements et donc leurs capacités a
stimuler la fonction endothéliale, peu de travaux ont été réalisés. Citons ceux de Heylen et
coll., (2008) qui consistent a étudier la vasodilatation endothélium dépendante chez le rat sain
pendant 8 semaines, sur tapis roulant avec des fréquences de 1, 3 ou 5 séances par semaine.
Ces auteurs observent que la potentialisation de la vasomotricité endothélium dépendante
croit avec le nombre de séances par semaine. Il serait intéressant que cet effet soit confirmé
chez 'homme. Pour ce qui concerne lintensité de I'exercice, il est constaté qu’un exercice a
intensité modérée est efficace pour augmenter la vasodilatation endothélium dépendante. Par
contre, lorsque l'intensité de I'entrainement est trop forte les effets sur la vasodilatation
endothélium dépendante diminuent (Goto et coll., 2003). Il ressort de ces données qu'une
activité physique chronique en endurance ou en résistance d’intensité modérée est la condition

nécessaire pour améliorer la relaxation endothélium dépendante.
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Vasodilatation endothélium-dépendante et indépendante

Sédentaires Entrainés

ETAT e
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D’aprés Satag etal 2003,

Figure 14. Comparaison entre sportifs et sédentaires

On note une augmentation de la biosynthese du NO via une augmentation de I'activité de la NOS
induite par I'entrainement. Le NO traverse la membrane du MLV et via la voie des GMPc provoque
une vasodilatation.

Nous présentons ci-dessous une synthése bibliographique sur les Effets de I'exercice en

fonction de l'intensité et de la durée chez des sujets pathologiques.

Tableau 1 : patients insuffisants cardiaques chroniques
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Référenc Sujets et méthodes Entrainement Réponse a Commentaires VED VEI
es 'entrainement
Mairona | 12 hommes (60 ans). Dans 3 x1 h/semaine AdelaVO2max | llyaune
et al, I"avant-bras d’exercice aérobie (70— | de 14%, 2 dela | augmentation de
2000 pléthysmographie a jauge 80 % de la FCmax) et de | durée de I’ACh et SNP avec
de contrainte HRPO 10 min. | résistance (55—65 % I’exercice test la pratique de
contraction max) de 27%, Ade la I'exercice 7 7
combinés pendant 8 force physique
semaines musculaire de
15%
Linke et | 22 hommes (<70 ans) (la Ergocycle 6x10 AN 21% dela L’exercice
al, 2001 | fraction d’éjection < 40%) min/jour a 70% de la VO2max physique des
VO2max pendant 4 membres
Ultrason des 'artére radiale | semaines inférieurs A les
HRPO 5 min réponses a ’ACh 7 ©
et HRPO dans
I’avant-bras
Kobayas | 2 hommes et 2 femmes (55 | 2 sessions de 15 min A dela Augmentation
hi et al, ans) (la fraction d’jection < /jour, 60-70% VO2max, distance de significative HRPO
2003 40%) 2-3 jours/semaine course dans 'artére % A
pendant 3 mois sur parcourue tibiale et non .
Ultrason des arteres ergocycle significative dans Zrter;
brachiale et tibiale I'artére brachiale Ierac |a
postérieure. HRPO 5 min apres
I’entrainement
physique
Seliget | 33 hommes et 6 femmes Entrainement de A 11% dela /1 HRPO avec
al, 2004 | (65 ans) (la fraction résistance a intensité VO2max, A I’entrainement
d’éjection < 40%) Dans modérée (ergocycle). 21% de la force physique % A
I"avant-bras pléthysmo a 3x/semaine pendant 3 musculaire
jauge de contrainte HRPO 5 | mois 21% de
min I’'endurance
Parnell 21 hommes (18-70 ans) (la | Exercice aérobie 50-60 A Dela 2 ACh, SNP et
etal, fraction d’éjection < 40%). | % FCmax 3x/semaine, capacité transport de la L-
2005 Dans I'avant-bras pendant 8 semaines d’exercice dans arginine avec % 4
pléthysmographie a jauge le groupe I'exercice
de contrainte HRPO 10 min entrainé physique
Wissloff | 20 hommes et 7 femmes Entrainement aérobie 46 % de la A
et al, (75 ans) (la fraction intermittent modéré VO2max pour
2007 d’éjection < 40%) ultrason continu a 70% de la entrainement HRPO avec % %
de I'artére brachiale HRPO FCmax, 3x/semaine aérobie I'entrainement
5min pendant 12 semaines intermittent physique
sur tapis roulant AN14% de la
VO2max pour pas d’effet de la
entrainement nitro-glycérine 2
continu
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Tableau 2 : patient athéromateux chroniques
Les patients athéromateux chroniques
Hambrecht | 19 patients masculins. Ergocycle 6x10min/jour A
et al, 2000 | Angiopathie des a 80% de la FCmax
coronaires. Doppler pendant 4 semaines 12% de la %
Ultrason des vaisseaux VO2Zmax
coronaires épi cardiales De la réponse a
I’ACh avec I'exercice
A
Gokce et al, | 58 patients masculins 30-40 min 3x/semaine A A
2002 (59 ans) Ultrason de de réhabilitation
I'artére brachiale et cardiaque (tapis ou 29% de la Signif HRPO dans
tibiale HRPO 5 min ergocycle 3 45-85% capacité I'artére tibiale et 7 .
FCmax) pendant 10 fonctionnell AArtere
semaines e Non signif de tibiale
I’artére brachiale
Gielen et al, | 19 patients masculins. 4 semaines A A
2003 Angiopathie des d’entrainement a
coronaires. Doppler I'hépital (60 min/joura | 8%de De la réponse a
Ultrason des vaisseaux | 80% de FCmax VO2Zmax I'ACh avec
coronaires épi cardiales | d’ergocycle) suivi de 5 I'exercice.
mois d’entrainement a 7128%dela | ’entrainement 4 2
domicile (20min/jour a capacité domicile soutient
80% de FCmax) physique de | les effets
dergocycle travail bénéfiques obtenus
alafinde
I’hospitalisation
Walsh et al, | 10 patients masculins Combinaison d’exercice | 21 9% de la 21 HRPO suite a 8
2003 (55 ans) et 10 sujets de résistances et duré du test | semaines
sains (54 ans) Ultrason aérobies (ergocycle et d’effort sur d’exercice. L'effet %
de I'artere brachiale tapis) a 70% de la ergocycle VED semble
HRPO 10 min FCmax, 3x/semaine, généralisé
pendant 8 semaines
Hambrecht | 35 patients masculins 3x10 min de rameur et 2 De laréponse a
etal, (65 ans) Angiopathie 3x10 min I’ACh de 56%
des coronaires. Doppler | d’ergocycle/jour %
Ultrason des vaisseaux pendant 4 semaines
coronaires épi cardiales
Edwards et | 18 patients masculins Ergométre (tapis ou AN41.7% de la
al, 2004 (58-63 ans) Ultrason de cycle) réponse a HRPO
I’artere brachiale HRPO 3x30min/semaine a
1 min. Dosage de 65% de FCmax pendant 7122% des nitrates
nitric/nitrate. Dosage 12 semaines. L'intensité et nitrites dans le 7
de la superoxyde et la durée plasma
dismutase Aprogressivement
AN12% de la SOD

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014




Revue de la littérature

Tableau 3 : patients diabétiques

Références Sujets et méthodes Entrainement Réponse a Commentaires VED VEI
I'entrainement
Maiorana et 14 hommes et 2 3x1h d’exercice aérobie A
al, 2003 femmes de 52 ans ((a 70-85% de FCmax) et
diabétiques type 2. | résistance (55-65% de ACh et HRPO. Pas % N
Dans 'avant bras, CMV)/semaine pendant 8 de changement
pléthysmog & jauge | semaines 7 auSNPetala
de contrainte. 7% de la VO2max nitroglycérine
Ultrason de I'artére
radiale
Miche et al, 16 hommes et 4 Combinaison d’exercices Pas de
2006 femmes (67 ans) de résistances changement avec
(2x/semaine) et aérobies HRPO et la A N
(3x/semaines) sur nitroglycérine
ergocycle a 60-80% de la 7 de la VO2max apres
VO2max pdt 4 semaines entrainement
Cohen et al, 28 hommes et 45 min d’entrainement 21 ACh et SNP
2008 femmes de 40-80 de résistance a 75 et 80% apres 14 mois
A

ans avec un
diabéte de type 2.
Dans I'avant bras.
Laser doppler

de 1-RM, 3 séries de 8
répétitions. 2x/semaine
pdt 2 mois. Puis 1 prog
d’entR supervisé (centre)
et non supervisé (maison)
pdt 12 mois

d’entrainement

Légende aux tableaux 1, 2 et 3 : VED : vasodilatation endothélium-dépendante, VEI : vasodilatation

endothélium-indépendante, LD : laser doppler Débimetre, ACh : acétylcholine, SNP : nitroprussiate de sodium,

HRPO : hyperémie réactionnelle post occlusive, L-NMMA : N-Nitro-L-arginine methyl ester
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PREMIERE ETUDE :

Article 1

EFFETS DE L'EXERCICE PHYSIQUE INTENSE SUR LA VASODILATATION

ENDOTHELIUM-DEPENDANTE CHEZ DES RATS DIABETIQUES DE TYPE 1

Intense exercise training is not effective to restore the endothelial NO-dependent

relaxation in STZ-diabetic rat aorta

Mohamed Sami Zguira, Sophie Vincent, Soléene Le Douairon Lahaye, Ludivine Malarde,

Zouhair Tabka and Bernard Saiag

Publiée dans Cardiovascular Diabetolo@ly : 4.21)

- Butde lI'étude

Lesconnaissances relatives aux effets de I'exercice sur la paroi vasculaire et particulierement
'endothélium, pour les sujets sains, sont maintenant de plus en plus connues pour ce qui
concerne la relaxation endothélium-dépendante a l'acétylcholine (ACh) et dans une moindre

mesure aux purines. Par contre, peu d’informations sont acquises quant a I'inmpact d’'un
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exercice intense sur la relaxation endothélium-dépendante lorsqu’'un syndrome métabolique
(Diabéte) est installé. De ce fait, I'objectif de cette approche expérimentale est de déterminer
les effets d'un entrainement physique en endurance et d’intensité élevée sur la relaxation
endothélium-dépendante (EDR) induite par I'ACh et un ADP stable I'adenosine-5- O — (2-

thiodiphosphate) (ADBS) chez des rats rendus diabétiques type 1.

- Matériels et méthodes

On autilisé pour cette étude 44 rats wistar males agés de 9 semaines, répartis de fagcon
aléatoire en 4 groupes de rats, contrdles sédentaires (SC, n = 10), contréle entrainés (TC, n =
10), diabétiques sédentaires (SD, n = 14) et diabétiques entrainés (TD, n = 10). Apres une
période d’adaptation et une confirmation du rendu diabétique des rats suite a une injection
intrapéritonéale d’'une dose unique de streptozotocine (STZ) (45mg/kg), un programme
d’entrainement est suivi pendant 8 semaines. Le programme consiste a faire courir les rats
progressivement sur un tapis roulant (inclinaison de 10°) a une fréquence de 5 jours par
semaine, lheure par jour a une vitesse finale de 25 m/min. Au terme de la période
d’entrainement, 24 a 48h aprées la derniére session d’entrainement, les rats sont anesthésiés
puis sacrifieés et I'aorte thoracique est prélevee délicatement. Des anneaux d’aortes de 5 mm
sont préparés et maintenus dans des conditions physiologiques adéquates (dans une solution
de Krebs maintenue a 37°C et oxygéenée a 95%t6% CQ). Les anneaux d’aorte sont, par

la suite, montés horizontalement dans des bains remplis de 15 ml de la solution de Krebs et

laissés pendant 1 heure pour revenir a I'état basal. Les anneaux d’aortes sont prétendus a 600
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— 900 mg. Un test de lintégrité fonctionnelle de I'anneau d’aorte est effectué par une
contraction au KCI au début de chaque expérience. Une série de drogues sont injectées pour
vérifier les différents parametres étudiés. Un systeme d’acquisition de données enregistre les

résultats obtenus.

- Analyse statistique

Les valeurs sont exprimées par la moyenne + SEM (Standard Error of the Mean). Les
caractéristiques des animaux et I'activité de la citrate synthase sont comparées en utilisant une
Anova a une voie. Les doses-réponses pour les différents groupes sont comparées en utilisant
une Anova a deux voies mesures répétées. Pour chaque test, le niveau de significativité est
fixé pour p<0.05. Les tests statistigues ont été effectués avec le logiciel Statistica 7.1,

StatSoft, France.

- Reésultats

Lesrésultats sur la glycémie montrent que les animaux sont bien rendus diabétiques suite au
traitement a la STZ. Les résultats pour la variation du poids et du citrate synthase prouvent
I'efficacité de I'entrainement. On observe une relaxation endothélium-dépendante induite par
'ACh et 'ADPBS sur les anneaux d’aortes précontractés a la phényléptE). On note

une augmentation de la contraction a la PE et une diminution de la relaxation induite par

'ACh et 'ADPBS (p<0.05) chez les rats diabétiques comparés au grampdle. On ne

note pas d’augmentation de la relaxation endothélium-dépendante induite par I'ACh et

I'ADP BS chez les rats diabétiques. L’addition de la N-Nitradiginine Methyl Ester inhibe
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la synthése du NO chez les groupes de rats diabétiques et contrbles. Ceci est expliqué par une

forte inhibition de la relaxation endothélium-dépendante induite par 'ACh et IBSDP

- Conclusion

La présence du LNAME induit une diminution significative de la relaxation endothélium
dépendante a 'ACh et a 'AQFS. Ce résultat est en accord avec la littérature etromafi
limplication du NO/EDRF dans la relaxation endothélium-dépendante autant chez les
groupes contrdles que diabétiques. Notre étude montre qu’un entrainement intense ne corrige
pas les dysfonctionnements endothéliaux causés par le diabéte. La relaxation endothélium-
dépendante demeure inchangée apres 8 semaines d’entrainement intense. Ce qui pourrait
s’expliquer, par le découplage du cofacteur BH4 avec la NOSe ou une baisse de la

biodisponibilité du NO et une surproduction d’anions superoxyde.

86

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Premiére Etude

Iguira et ol Cordimasrubr Dibatology 2013, 1232
Tty Aoy e i comy/ o mbent 124132

CARDIO
VASCLILAR
DIARETCLOGY

ORIGINAL INVESTIGATION

Open Access

Intense exercise training is not effective to
restore the endothelial NO-dependent relaxation

in STZ-diabetic rat aorta

Mohamed Sami Zquira"™*, Saphie Vincent'”, Soléne Le Douairon Lahaye™ Ludivine Malarde™

Zouhair Tabka® and Bemard Saiag™

Abstract

effactive 10 restore the aona endothefial function.

Badground: The aim of this study was 1o esamine the effects of interse physical training on vascular function in
steptozotodn-disbetic rats. We fosed an the endothelium-dependent relaxation (EDR) induced by acenichaline
{ACH] and stable ADP adencsine-5- O - (thiodiphosphate) (ADPAS)

Methods: Contral or diabetic male Wistar rats (n=44) wer randomiy assigned to sedentary or tained groups The
training progmm consisted in a ragular pericd of running an 3 treadmill during & weeks {107 incline and up to

25 rrfnin, &0 mindday). The reacthaty of isolsted thoradc aoma rings of healthy, disbetic andfr trained has been tested
Results: ACh and ADPRS-induced EDR were absanved] in phanylaphnine (PE) pre-contracted vessels. As compared 1o
sedentary control group, diabetic @ts showed an incease in FEnduced contraction and a deceass in ACh and
ADPE-nduced EDR (pe005). Moreover, thes were no increase in ACh and ADFSS-induced EDR in disbetic rats.

h-Hitno-L-Arginine Methyd Ester inhibied the nitic dxide synithase in disbetic and control rats, fhersby resfting in a
sromg inhibition of the BEDR induced by ACh and A,EPBSHD"“ ML
Condusion: Dizbetss inducsd anendothelium dysfuncion. Nevertheless, aur intenss physcal Taining was not

Keywords: Endothelial relation, Training Acetyichofine, ADPES, Disbatic rat

|

Introduction

The endothellum provides a cellubar Uning to all blood ves-
sels in the circulatory system and forms 2 sirecturl barrer
between the wasubr space and the tsaws Endothelial
cells (BECs) regulate vascular dow and besal vasomaotor
tone by the highly controlled relese of wiod lator (nitde
oxide (NOY) and prostacydin (PGIZ) and vasocond dotors
[1]. MOy is generated in ECs by the oxidation of L-argnine
to L-clindline by the N0 s theses (MOS) enzymes famdly.
The endothelsl NOS (eNOS) soform s constutively ac-
the but & farther induced by receptor dependent agonist
such a5 thrombin sdenine S-diphoghate, bsdvdnln
and subgtance P [13]. Shear goss alo stimvidates eNOS

* Cormespondence: samé-2guiagiho mal

'Labormcey *Wovement Snom and heath Scences’, UFA AFS Unienly of
Renne 1, Averaae o Tlion, Renmes cede 35044, Frece
’um:zy‘m-mm Sport and heah Sdenoes’, BNE Cadhan -anienne
de Beogne, Campus Rar Lann, Bae, Fonce

Eul for of ahor Informatan & paitabiear the end of the Jade

activity by vinue of a shesr retponie consenass sequence
GAGACC in the eN(5 gene promoter [4]. NO lus pleio-
trople effects on the wasrubtue. [t couses vasoular smooth
muscle relaxation by binding to guanyl cychise hence
maintaining batal vasomotor tone. It dso plns a ertical
role in the inhibition of thrombesls by inhibiting platelet
adhesion activation snd agonia-induced secoetion. Moder-
ate eerche training & well known to induce beneficial
effects by lmproving Endothelial Function (EF)] and EDR
in healthy subjects [5-8. Eficlency of training depends
an both dumtion and Fequency of that type of exercie
[Z8-11]. Training, carrled out in vadable inenmsities of ex-
encie, allows suthons to pote that modemste intensities po-
tentiate the endothelium- dependent- elaation (EDR) [2].
Diisbetes b5 a dsk fachor In the development of both
macri- and microvascular diseases [13. If has been
establivhed that diabetes & associsted with vascular dys-
fumctlons cased by an imparment of EDR [13,14].

& N3 Zouiea en o, N B e Conral Ll This i 20 Operi Sovees ssid daibused uivks th nems o e Crat
BBl Certral  commens sovibunce Licons fepouamciemimens cogficm e L0, whid pamis LT w, denibasien, o
roproucTian in any madum, prevedd ha aging work & progedy doad
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Endothelial dysfunction (ED) & commonly considered m
a blomarker of cardicvaseular risk and the impoitance of
the endothelium In malntalnlng pormsl asadlar fuse-
tion & also well recognized [15,16]. In patlents with type
1 or type 2 diabetes, the forearm blood—flow (diator)
responses to ACh are reduced, suggeding an ED [17-19]
In type 1 dinbetle animal medel, EDR induced by ACh k
alo impaired. The decresse In NO bicervailability is one of
the reasons |n this aliered -relaxation [20001]. Moderate
phisical activity has been reported to be & major compo-
nent in the dinkcal management of disbetic patients [22].
However, the effects of intense exercise training on EF In
healthy or pathological subjects are scame and controver-
sial [23]. Thass, the medical community generally sdvise
disbetle patients to mdﬂ-h]m physical activity of moder-
ate irtendty (40 to 60% ¥ Oume) B 20 to 30 m i tes st
least 3 to 5 times per week. As vigorous physical activity
can acutely and tanslently incresse the s of cardio-
varcular events, many pracitioners encoursge disbetic
patients (o avoid interse and heavy exercise, However,
mary type 1 dishetic athletes am known o practice ai a
high level of competition and to win Clymple medals,
leads us tobelieve that intense sports activity is not neces-
sarily detrimentsl to type 1 diabetic patient Moveover
recently, our laborstory showed that Intense exercie
tmining combined to insulin treatment had beneficial
effects on basal cardise function and adaptation 1n epres-
sion and mesponsivenss of cardise receptors In type 1
disbetic rats [2425]. Furthermore, high intensity tralning
can be mare effective than moderate intensity training
to imprawe cardicvascular heslth and clinleal outoome
in patienis with metsholic syndrome [J6]. Other data
showed that 3 high-intensty Interval training model was
effective for Improving skeletal musscle mitochondrial cap-
acity and functional exerciie perfrmance [27]. Finally,
mechanisim of the ACh-indisced EDR s nowadays well
known in diabetie or healthy subjects [28-30], on the con-
tory, stable ADP sdenosine-5'- 0 — {2~ thibodt phscprhan be)
ADPRS-Induced EDR mechaplans have been deseribed so
far winly in healthy msis. The ADPRS- indiced relacation i
endothellum-dependent, medisted by F2Y purinorecep-
tors, at least in pan Lnked to MO and prostscydin release,
and evenisally Endothelium-Dependent Hyperpolarzing
Factor (EDHF) [31]. To our knowledge, the effects of
muoderate and Intersive tmining on ADPRS-induced EDR
on healthy and disbetic subjects or rats are not documen-
ted This shudy almed to evalisste the effecs of inteme
exencize tminlng on EDR in disbetic rats as well 2 the
NO-EDR induced by ACh and ADPRS.

Materak and mathods

Experimental modal

Animal experiments were conducted according to the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. All

Page 1oF 8

expemental protocsk were approved by the institutions]
Animal Care and Use Committee of Rennes University
(France) and were camried out following the French
Agdouliuel Ministrys to the care and use of lhibomtory
Animals This study meets the ethleal standands in sports
and exerche sclence mseanch of the intemations] joumal
of sports medicine [32]. The study was conducted In male
Wistar rats, housed in an animal mom on oan imese
12:12-h light-dark cyde {tempemtum 21 £ 1) and ghen
wecess bo water and food ad Libitem, The rats (n =4 foom
Janvier France), 9 wesk-old at the beginning of the eped-
menl, wene randomly d bded into 4 groupe sedentary con-
trol {5C, n=10), tralned control (TC, n=10), sdentary
disbetie (30, 1= 14), and trained dishetic (TD, n=10)

Induction of exparimental streptozotodn (5TZ]-induced
diabetes

This experimental model of rats made disbetlc with
strep omotiein (ST ) injection has been validated in pre-
vious studies [24]. Animak were Injected with efther an
intraperitoneal single dose of 5TZ n 0.1 M ditrate buffer,
pH 45 (45 mg'kg) (5D, TD) ar ctmte buffer anly {5C,
TC). Three days later, blood ghicese levels were deter-
mined using a gheometer (MediSense Opthim) The
onsel of diabetes was determined by blood glieose con-
centrtion » 250 mg'dl. The detection of ketone bodies,
usng & ghcometer or urinary gdps (Keto- Diastix™-
Bayer Disgnostic) and body weight loss was wed to con-
flmm diabetes.

Exerclis training program

One week after the STZ or citrate buffer injection, ani-
mals were exercised. Plysical training consisted ina pro-
gressive running up to 25 m/min, 60 min 5 days/wesk
(fr & weeks), & prevously validated In our hbombory
in same model [24,25] on & rodent (readmill {Exer 306
treadmlll, Columbus Instruments) st af an indine of
10¢. For the fimt 2 weeks, each exemcise bout consiged
of 10 min of running st 20 m/min The following 3 weeks
comsigted progressively of 40 min at 22 m/min fr the
remalning 3 weeks of the protocol the duration ws
incressed to 60 min at 25 mimin. Only animals which
ran steadlly on the tresdmill were Indoded in the audy.
Al rats were sacrificed 24 b after the last training sesgon

Anesthesia & sacrifice

2t 48 h after the bha sesdon of eerdse o avodd
immediate effects of exercise [2], animak wete anesthe-
timed with sodium pentobathital (50 mghg) admini-
strated Intraperitoneally. The thomde sorts were gently
removed and immedistely stored in & Krebs Henselait
solutlon cxygenated and malntained at 3°C (pH 74)
for vascular analyses. The gasirocnemivs [hsue was
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removed and Immedistely frozen in lguid nltrogen B
subse quent amalyses.

Citrate synthase activity

Frozen gastrocnemhss tesse (200 mg) was tsed to asey dt-
rate synthese (C5) activity. Muscle samples were homoge-
akzed (1710 wiv) in a buffer solution pH 75 containing
NaHPO (01 mol L"), NaHPOy, H2O (0.1 mol 1), and
EDTA (2 mmad L) for 206 at 30000 rpm with a polytron.
The was then somested & x 10s and centrd-
fuged at 1500 G for 13 min at 4°C ln duplicate. Cltrate

sfrdin:e :r:!:h.li:}.r Wi ﬂ:u:tmph:mnﬂrh:ﬂ}r&tunﬂ.md in
duplicate in extracts at 25°C. Results were expresced

i sl ol b gTlsue™ for each group. [24,25].

Preparation of aortic rings for vascular analyses

The removed-thorace aoita were stored o a Keebs-
Henseleit solution axfgamtad and maintained st 37C
{pH 7.4) jcompesition in mb : Macl 95, KCL 5,

1.2, EHaPOy 12, NaHCCOs 249, CaCly 26, ghecose 10)
and bubbled with %% Op-3% C0h. The surmunding
comnective tisue was carefilly removed and rings
{5 mm width) wete prepared Extreme care was taken
not to stretch or damage the luminal surface of the aorta
to ensure the integrty of the endothelium. The rings of
the provimal portion of the aortc arch weme mounted
hodzontally under lsometric conditions in a 15 ml organ
bath by imserting two stainless-steel wires into the
lumen, according to the Bevan & Csher method [1972)
[B]. The tsmue sometde tension (g was reconded by a
foree-displace ment  tmmsdocer (EMEA Technologles,
Paris, France) and an scguisition system {[0x, EMEA
Technologies, Paris, France). Preparations were allowed
to meach equilbriom for at least 60 mimtes under & rest-
Img tenshon of S00-00 mg. Before the beglnning of each
study, the contractle function was verified by obtaining
a ECHindiwed contaction and the funcional state of
the endothelium was evalusted by obseration of rehx-
ation to ACh on a ring precontmcted with phenyleph-
rine (107" M). Crly the endothelisl intsct dngs {nore
than 5% relacation to Ach) were psed.

Afer the washout (3 times for 20 min), the
concentmbon-fesponse  rebtionship of PE was deter-
mhed.T}Epem}mE of relaxation was evalusted in
function of the contrsction obtalned with a 75% max-
imal effect of PE concentration. The relaation study
weed ACh or ADPRS added in a comulstive manner
with an incrense of the concentrations (from 10° M to
107* M for ACh or from 107 M to 107 M for ADPRS).
Firally, the preparations were washed 3 tmes before
the additon of L NMAME (107" M) untl the reach of
the bsic tengion oberved (30 min) Then, the same
protocol was applied with ACh and ADPRES under N-
MWitne-L-Arginine Methyd Ester (L-NAME) conditions. In

fage 3cF 8

the L-MNAME reali sctlon, we will show relaxation data
in response to & dngle dose of ADPRS (107 M)

Dirugs used

The Acetyicholine (ACh), Phemfephrine {FE), N-Mitro-L-
Arginine Methyl Ester (L-NAME) and streptozotodn
{STZ) wem obtained from Sgma (USA) The Adenosing-
5 0 — (2-thindiphosphate) Hihim b (ADPRES) was from
Boehringer Mannbeim {Germamyh All concentrations are
expressed as firm ] molar concentmbons in the organ bath.

Statistical analysis

Data are expressed & mean = SEM; Animal characters-
tics and C5 activity were compamed usdng 3 1 way ANCVA
and the dose-response curves wem compared pedfiormed
by a J-way ANOVA for repested messures followed by
Student-Newman-Keuls post-ANCVA tests (Satistica 7.1
suftware, StatSaft France 20050 Values of p<(05 were
considered significant.

Results

Animal characteristics

Higher glyeemiz in 5D rats than in 5C mis {(p<0.01)
confirmed the disbetic state. Tralning reduced but mot
restared the levels of blood glucose, which were lower
in TD rats compared to the 5D (p=0u001) (Table 1)
Body welghts, at the end of the study, were significantly
depressed in both SD and TT rats as compared o the 5C
rats (pe(i). SC rats had o gnificantly higher body weights
than TC mts (palS), wheress S mts had dgnificantly
lower body weights tan TD rats (p<(u05) (Table 13 All
together, blosd gheeose values and body welght in disbetle
group confion thelr pathological states. The levels of gas-
trochemdus 5 activity (md ml " min™ gTiswe™) incressed
significantly (pa005) in tmined wte compared to their re-
spective sedentary counterparts (Table 1)

W msomot ricl ty study

Pherydepheine (PE} C onasntralions Fesponies canes

Mo significant differences were observed between
TCand SC TD and 5D were significantly different for
concentmtions from 107 M to 6107 M (Figurs 1)

Effect of diabetes on ACh and ADPES-induced EDR

We observe that the ACh as ADPRS induced relaxations
on sortle rings In healthy and disbetic rats Relastions
obtained from dishetic rats are significantly meduced
compared to control rate 356 206% and 264215%
decreased-relaation was repomted for 107 M ACh-
induced EDR (Figure 2) for 167 M ADPRS-induced EDR
{ Figure 2), respectively.
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Table 1 Genersl characteristics of animals
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Effect of Intense exercise training on ACh and ADP5-
induced EDR in control and STZ-diabatic rats

The concentratlon-response curves to ACh and ADPES
weme ot diferent between TC v 5C and TD va 5D rats

(Figures 2 & 3).

Effect of L-NAME cn ACh and ADPRES-induced EDR in
control and STZ sedentary diabetic rats

The L-NAME (10° to 10°° M) inhisits the relsxations
indsced by ACh (Figure 4a, b) In both groups (healthy
and disbetic). Less than 20% relaxation Induced by Ach
wiad still pregerved. Lo the same way, L-NMAME combised
with ADPRES (10" M) limited the EDR to sbout 20% in

bath grups (Figume 55

Discussion

Cher stody showed that disbetes decrease ACh and
ADPES-induced EDR about 35% and 26%, regpect vely.
In this population, the ADPRES-induced EDR constituted
original data [ntensive endurance teaining did not in-
duce beneficks] effects on EDR sorts In control

and did not reverse the vascular dyfunction induced by

—a— "D
S —

— 5D

Yo af PE cantractian

WOLEIND SOzt elUzds sMOEGF  B0Es LLUSUE
[FE] M

Figura 1 Conmntraion dependent mnstricion of
phemylephrine %1 Conerrsnn dependent comracton of
phemyiepivine (FE) on $homac aor rngs cbtaned fom sdentey
coriml $50), trained coriml {TC), sederttary diabetic (S0 and Framed
diabet (T groups Termon & expressed & % reaton on nikal
commoon wih PE Vaues are evpremed @ mean 2EM
2 Sgnificrtly diferent Fom ssdemasy dabetc ms oo

L Sigrificardy differ= fom mined dabetc m O]

the dishet: conditon. In &l growps, under L-WAME, the
decresie in ACh ot ADPRS-induced EDR confiemed that
endothellal relaxations are med isted via NO pathway.

I our diabetic rat mwoded, e higher blood glsoose
concentration compared to healthy animal one con-
fimed the alsence of ingulin secretion subseguent to
the STZ-trestment Our tralning progoam lead to the
level decresse the level of blood gheose, which was
lower in TD compamed to the values of their counter-
parls. Momover, the dogte decese in body weght
relnforced the diabetic gt of animak, Tralning of dia-
betic rats lad to welght galn due to the incrensed- miscde
mass, reduced weight los but did not mestore a normal
body weight aich & in healthy animals. Theoefore, thee
observatlons are in agreement with litemture data report-
ing chaiges in dabetic (tvpe 1) animals body weight
[B.24]. The C5 lncrease activity demonstrated the ofi-
ciency of our traiming program. The sime teaining peo-
gram Induced a higher incresse In C5 sctivity in STZ-
diabetic mis that it did in control rats (TD, +56% w

=
=]
=]
L]
2
iz =
E 2
=+ L -
= = - g
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5T
k]
3 -1
E
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T™
a T
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Figure 2 Conmntraion dependent relaxaon of acetyicholine
{%4i. Cfonenimson dependentreloason of aetddidine (R an
thaoracic aoeta mngs aotaned fom ssdentary contll (50), tained
carirl (T, sedeniany dabebic (80 and trained diabetc {10
grms premn Roed with PE Terson & epesed 25 % rdaason
aninta! mreaon weh FE Yalues o ssprersed & mean 2EM
* Sgn ficamtiy diferent from ssdentary comiml rars (poOied), +
L sgnifizntly dferentfom raned mnml s
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Figura 1 Conmntrafion dependent relavaton ADPRS ] ;
Concenranon dependes mfavaton of ADREE on thoadc aosh 0
rngs obained Fom seertey cortral (56), Fansd ool (10, M e ek
wden@ry dizhetit (30} and taned diabesc (ID) groums E . —&-T2
premrraced wh P Tersion s eipremed = % eduoson on nimal E - —d— TTe SR
comtacn with PE Vaoes aoe expremed & mesan £50 =i —— B RSYF
* sgrefican dy difeven from sedentary conmal ms U0, T et ==
+ sgnificantly difeven t from Tamed mmrol ms S ow
g e - :
TC +24%) (Table 1) because it was probably more interse # o
for dishetic rats [2234.35]. RN FORRT ¥ R BT Y R R
1alh] ¥
The vasseanstriction inorease |3 induced by PE in STZ- Figura & (3] ACh-induced relaxation with and without LNA ME
diabetic rats in sedentary and trained contwl Concensazon dependert
We observed a dgnificantly inctease in contractility ;:;ﬁm d'ﬂmﬂmd;ﬂm'i;:ﬁ’i:ﬁ W'M"'lﬂ-ﬂl-'g:h:m 2
induced by PE in disbetic groups as compared to the oon- AL RO YR X ety Contl f . bk
ol mﬂh’;&‘ = peetiid 10_7 M o & Iﬂ? M. cori {TC) group precorimaced wih PE Tenson is epeeed ash
g reinason on mtal mnraton wi PE Yalues ae epesed 25
Therefore, the different concentmbon-responses Curves e £ * sgrfimmy dfe Fom sedey cons ol
observed were in agresment with Martines-Mieves and rat= {pfs), T sgnficanty diferert fom toina conl ma
Dyusnbar stdy (1999) [36]. These authors postulated that (B Adrrinduced reiation wih and wishou INAME in sedenany
changes in vseulsr smooth musde could be nvalved in and raned S1Z-dabetic ras Concenaton dependent relhoagon of
e o Bk it e b uﬁjm artdcholne (ACH) wih and wishour INANE on thomdc aom rings
CORAE abtined fom wsderary dabetc S0 and mined dabete TO
The mecmniem of this }mm of the PE-induced g preon racded wish PE Terson b epesseed a5 % rdaaton
contraction s dise to increasing senstivity of alpha an inal mrtacion weh PE Valies oo sgpresed 2 mean EM
adrenergic-recepins [36]: % Sgnificmly difieen tfrom sedendary didbetc m ipaiod
LS-'g'Iﬁmn't-y difesery fom tained diabetc o ip00s)

The decrease in ACh and ADPES-in duced EDR suppors
an endothelial dysfunction in STZ-disbetic rats

Disbetes is known for reducng the ACh-induced nebyx-
ation [21 37 38]. The nature of the sudied receptors me-
disting respectively ACh (Muscarinic (M1/3) receptors)
anpd ADPES (Pusnemgle (P2Y) receptors) Induced EDR
could have an impact on the importance of reducing the
EDR in disbete mts. ADPES has been shown a2 an in-
ducer {via F2Y purinergic receptom) of insulin secretion
by the beta cells and vasodilatation of pancreatic vaso-
lar bed [39]. It i important that slong with the secretion
of insulin, a vasodilatstion must ocour, This vasod lats -
tion sters the effect of Insulln and theribe pponds
to the metabolic and energetic needs. Moreover, If we
tuke into sccount the physiopathology, we may notice
that a dysfunction in the endothielium of panceatic vas-
cular bed can only perturbate the glycemia regulation. It

-

appeared that the redisction of the EDR was higher In
diabetic mts when induced by ACh than by ADPRS, re-
spectively. ACh as ADPES induced EDR are mediated by
NO releaged from endothelinm and comecutively the
stimulation of schble Guamdate cydase (GMPc) The
decresse in NC) bicavailability was probably ane of the e -
sons in this relacation alteration. Thepsfors, the hsts mine -
induced EDR was patentiated on the disbetic st [40]. In
disbetlc rats, the decresse In ADPRS-induced EDR was
supported by previous reports [41].

It b obvioudy notced that the nudeptides (such
the ADP) - present in the extracelhidar spaces- contriute
to the local regulation of the vasculsr diameter as well
as they play & key mle in pathophydologiscal states.
Concernlng the ADF and its interaction with the endo-
thelial PIY 1 receptos in & number of disbetic rats type
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1 (obtained a5 & resull of STZ trestment), it has been -
cently propesed that the sgralizaton via MO will be
reduced subsequently after an Intersction with F2Y1
receptors [42].

I fact, any disterbance of the cellular signaliration
via the P2 receptors stimulated by ADPES at the level of
the endotheium of pancreatic vascular bed = well =
at the level of the cells B, can only lead to a dysfunction
regarding the glvcemia regulstion A mew trend of re-
search appears to remove and rectfy this dysfunction
tangatting the syetem of signalizstion medisted by puri-
nergic receptors P2Y.

[ndeed, the ADP (a5 well a5 ATP, AME and sdenotine)
can hyperpolarize the membmne of the endo thelisl cell,
However, ATP and ADP depolarize the membrane of
the smooth muscular cell [43]. As notleed before, assn-
chted with the P2Y1 (endothelial receptoms) ADP or
ADPES would stimulate the production of EDHF by
endothelisl celk. In fact, EDHF can induece hyperpolari-
sation of the veseular smooth muscle membrane this a
vavodilatation would occur. ADPES is very important fxr
glucose regulstion becawse Hilbiire-Buys ef al (2003)
[44] repotted that ADPES linked to PTY was able to alter
endothel ium-dependent vasomlsxation In vascular pan-
creatic bed Specifical agonists a5 well ax ADPES to F2Y-
receptors Indusced NOVEDRF and EDHF secretion by
endothelisl colle EDHF act on vasculsr smooth mosde

Page BoF S

cell, epenning K channel induce hyperpolarkation and
relamtion [40].

Intense axere e training did not potentiate and or
reverse the ACh and ADPES-induced EDR in control and
in STZ-dishetic rats
Chuer Intensive tralning progam did not potentate and /
of revers the ACh and ADPRS-induced EDR in both
groups. This phenomenon could be explined by an ex-
cessive ROS production a8 compared to the posltve
shear stress effect induced by this exercise. [n Gt phys-
ieal exerclie inducing shear stresm 13 the maln il
of the NO pathway [45]. Shear stress stimulates the
membrane receplors seoitied to the stretching of the
endothelial cells, and & a result exercise Induces vaso-
dilstation. Comsequently, EDR should have been goeater
with tmining On the other hand, Interse and exhausthe
exerciaes are well known to induce oxidative 2ieds and
an excess of ROS production [46]. Previows studies rea-
lized on isolsted thoracke Fat aorta o bgexc oond ithons
{using drigsh showed that ROS (02, 0H-.. ) alters waso-
motddty [£]. NO captusing theough the superocide
anlon sssociated with a producion of pro-oxddant resc-
tive oxygen Ppeckes (ROS) can suppoit this hypothesis.
Momeover, a correct EDR via the NOSEDRE pathway
requires a coupling between receptors, NOS and cofsc-
tor BHY. The inefficiency of our exercise tmining pro-
gram to reduce the ED (and enhance EDR) in disbetic
rats can be explined by the fact that intense training
promotes cxidant etress and leads to decoupling eNOS -
cofactor BHA [17,3548]. Intemal data of our lab ssp-
ported this hypothesis. [ndeed, disbetic rats or tevined
dishetic mits exhibited an lypeghroemlc-indoced (2%
overprduction, resulting from sethation of NOX, eNOS,
and Nanthine Ohddase

In sddition, the production of superoxide anion, betie
acld and other molecules may be involved when the
shear stvess is too high, Comequently, we hypothestred
that our endurance tmining was performed at too great
intensity for disbetic population, while for more moder-
ate intensities benefical effects are typically chserved on
EDR [15]. Cormsequently, we @an conclede that interse
trining program was not sdapted to reduce an ED In
type 1dishetic rats.

ACHh and ADP RS nduced EDRs are mediated via NO
pathway in control and STZ-disbeatle rats

Our results demonsteated that the NO/EDRF pathway
s involved in the molecular mechanigm of these EDER o
degeribed in other stodies [231] In partloular we
ohserved that the NCY/EDRF pathway was lmplicated In
the ACh and ADPES-induced EDR af the same rathy a8
In control and STZ-diabetie rate The fmcoton of ACh
and ADPRS-induced EDR not Inhibited by L-NAME
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could be eventually mediated by PGLI2 or EDHF [31].
Comeqguently, it would be Intemating to explore the
conseq uences of tralning in noomal or diabetic anlmals,
towards prostacycin and that of EDHF. Tt will be istei-
gulng to pursee these imestigations partcularly with
regard to molecular interactions and the metabolism of
MO with molecules involved In oddative stress (super-
axide anon, hydrosyl anlon, auperoxide disnistase, cat-
alase.. ), a5 demonstrated In bolated rat thoracc aora
i hypoxie comditions [344%. Clasically, It was des-
crbed that oxidative stress |s Increased by exemise toain-
g [50-53]. When normally at rest, however & low
oxidative stress level B maintained Obtaining a comect
EDR via the NOF/EDRF pathway meguires a coupling be-
tween eceptors, NOS and cofactor BHE. [t would be
interesting in the futiure o deterone whether the sedc-
tion of EDR In diabetic rats b due to BHE-eNOS un-
coupling of another melecule.

Conclusion

This stsdy showed that intense exercise training cannot
cotrect endothelial dysfunction, s mesued by ACh and
ADPRS-Induced EDR. EDR did not change in diabetle mts
after 8 weeks of Liten s exercioe training. Sech findings will
most Hkely recommend the practice of moderate intensties
for exencie training to indece benefits on vascular func-

ton [t b necessary to pusue a better understanding of the
mechan sms of ED in the fistune.
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Effets d'un exercice aigu sur la fonction endothéliale de sujets jeunes et entrainés : étude

de cas témoins
- Butde I'étude

Cete étude aura pour but d’étudier la réactivité vasculaire du flux sanguin au niveau de la
peau de l'avant-bras en réponse a une iontophorése d’ACh (qui est un vasodilatateur

endothélium dépendant) avant et apres un exercice aigu.
- Matériels et méthodes

Pour cette étude on a recruté 49 sujets males sains qu’'on a répartis en deux groupes en
fonction de leurs valeurs de la consommation maximale d’'oxygene. Le premier groupe
comprend 29 sujets entrainés et le deuxieme 20 sédentaires ayant en moyenne 15 + 1 an. Tous
les sujets sont au méme stade de maturation (stade 4, selon Tanner et coll, 1962). Tous les
sujets entrainés participent a des compétitions régionales ou nationales et s’entrainent
régulierement (critere principal de sélection des sujets entrainés). Nous nous sommes basés
sur la valeur de 18/ 02max pour sélectionner les sujets entrainés (on a choisi des sujets ayant
des véeurs supérieures & 45 ml.rlikg?). Un examen clinique avec mesure de la pression

arté&ielle et des mesures anthropométriques ont été effectués.

- Epreuve d’exercice musculaire :

Afin de déterminer la¥ O2max et de former les groupes, une épreuve d’effort maximal est

effectuée 8 jours avant le début de I'étude. Les sujets ont effectué une épreuve d'effort

maximale sur un ergocycle (Ergoline, Bitz, Germany). Chacun des sujets bénéficie d'un
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protocole personnalisé et individualisé (American Thoracic Society/American College of

Chest Physicians, 2003). Avant chaque expérimentation, une calibration du volume et de

lanalyseur de gaz est effectuée. Durant le té/saDZ par kilogramme de poid\f,COZ

expirée, O2 inspiré, le quotient respiratoir¥¢02/V02), la ventilation VE) le volume

courantet la fréequence repiratoire sont enregistrés en continu par un appareillage adapté le
ZANG600 (ZAN 600 Ergotest, ZAN Mebgera'te GmbH, Germany). La fréquence cardiaque est
mesurée en continu par un ECG (ZAN 800). La saturation en oxygene est controlée tout au
long du test par un saturometre (Model 9847, Nonin Medical, Inc., Minneapolis, MN). L’arrét
de I'épreuve dépend de la détection d’au moins 3 des critéres suivants :

- Le plafonnement de la consommation d’oxygene en dépit d’'une augmentation de

I'i ntensité de I'exercice

- Une fréquence cardiague supérieure ou €gale a la frequence cardiaque théorique

- Un quotient respiratoire supérieur a 1.1

- Une lactatémie supérieure a 0.8 mmol.L-1

- Un épuisement apparent du sujet
Nos sujets ont été familiarisés avec tous les équipements et les procédures de
'expérimentation. On a demandé a nos sujets de se reposer la veille de I'épreuve et surtout de
bien s’hydrater.

- Le laser doppler
La vasodilatation endothélium-dépendante de la microcirculation cutanée est évaluée par la
combinaison de l'iontophorése et de la débimétrie par Laser Doppler. Un faisceau laser

pénetre a travers la peau et une fraction de la lumiére est réfléchie en percutant les globules
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rouges en mouvement dans la microcirculation cutanée avec modification de la fréquence
selon le principe du Doppler. Les mouvements de fréquence sont convertis en un signal
électrique, exprimé en unités arbitraires, proportionnel au nombre et a la vitesse des globules

rouges, donc proportionnel a la perfusion sanguine cutanée.
Le matériel utilisé est composé :

D’un appareil laser Doppler : caractérisé par une longueur d'onde de I'ordre de 780nm et une
fréquence de I'ordre de 32Hz. Il est équipé d’'une sonde Laser Doppler liée a I'appareil par le

biais de deux fibres optiques.

D’un générateur de courant (PF 382 b, Perimed AB, Periont Supply, Jarfalla, STOCKHOLM,
Suéde) : Ce générateur consiste en une batterie (9 volt) qui présente deux boutons de réglage,
un pour le réglage de l'intensité du courant électrique et I'autre pour le réglage du temps. A ce

générateur sont branchées une anode et une cathode.

Des Electrodes de référence (PF 384 b, Perimed, Jarfalla, suéde) : C’est une électrode double
face dont 'une est autocollante qui sera mise en contact avec la peau, alors que l'autre face

sera en contact avec la cathode.

Des électrodes double face autocollantes ou électrode Laser Doppler: La premiére face
permet de fixer la sonde a la zone de mesure, alors qi?é‘elfaée est centrée par un chiffon
sousforme d'un disque qui sera le support de la substance administrée. Cette électrode sera

fixée a I'anode de la batterie.
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Un ordinateur équipé d’un logiciel Perisoft pour Windows System(PSW) : Ce logiciel est
actuellement utilisé en clinique courante et dans le domaine de la recherche. Il permet

d’enregistrer tous les signaux détectés par le Doppler Laser.

L’Acétylcholine : L’ACh utilisée est une solution préparée a 2% avec I'eau désionisée, soit

20g/L. La quantité de I’'ACh déposée sur I'électrode double face est estimée a 80 microlitres

- Letest

Les sujets vont effectuer une exploration de la vasodilatation endothélium dépendante (a
'ACh) et indépendante (élevation de la température de la peau) au niveau de la

microcirculation cutanée de I'avant-bras avant et aprés un exercice aigu.

- Les principaux résultats

* Pas de difféerences significatives pour I'age et la taille par contre au niveau de I'lMC
(indice de masse corporelle), le poids, la fréqguence cardiaque de repos et la
consommation maximale d’oxygene on note une différence significative ((sédentaires
40.05 + 4.53 et entrainés 51.65 + 5.76 ml.min-1)k@<0.05 ; p<0.001 ; p<0.001,

regectivement)

e La réponse moyenne de FSBF a I'ACh est significativement augmentée aprés un

exercice a intensité croissante dans les deux groupes (349%).

» Laréponse maximale de FSBF a I'ACh est significativement améliorée chez le groupe
entrainé (987%x= 78) comparé au groupe sédentaire (638% + 42) (p = 0.001) apres un

exercice aigu.
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- Conclusion

La réponse de la FSBF a I'ACh qui induit une vasodilatation endothélium-dépendante est

influencée par le degré de I'entrainement que ce soit avant ou aprés un exercice aigu.
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Abstract

Aim: to investigate vascular reactivity on forearm skin blood flow (FSBF) in response to
iontophoresis of acetylcholine (ACh), an endothelium dependent vasodilator after an acute

exercise.

Materials and methods49 healthy male subjects 29 trained and 20 sedentary (recruited
according to their oxygen consumption) participated in this case control study (mean age: 15+
1 year). Incremental exercise testing was performed based on an individualized and
personalized exercise test protocol. FSBF was measured before and after exercise using a

laser Doppler flowmeter in response to local iontophoresis of a cumulative dose of ACh.

Results: Although groups were not different in age, height or body mass index, weight,
resting heart rate, maximum oxygen consumption was significantly different (sedentary 40.05
+ 4.53 and trained 51.65 + 5.76 ml.min-I3gp<0.05 ; p<0.001 ; p<0.001, respectively).
The mean response of FSBF to ACh was significantly increased after incremental exercise in
the two groups (349%). Maximal FSBF response to ACh was significantly greater in trained

(987% = 78) than in sedentary (638% = 42) (p = 0.001) after a single acute exercise.

Conclusion: Response of FSBF to ACh-induced endothelium dependant relaxation was

affected by the level of training whether before or after an acute exercise.

Key-words: Exercise; endothelial dysfunction; forearm skin blood flow; laser Doppler

flowmetry; iontophorisis; training; endothelium; nitric oxide; vasodilatation; acetylcholine.

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique : 102
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Introduction

Introduction

The prevalence of cardiovascular disease (CVD) has markedly increased in many countries
(ie, in Tunisia its prevalence was 28.9%) and it's considered as a leading cause of death with
a rate ranging between 27 to 30% every year (Elasmi et al. 2009). CVD in adults are laid in
childhood and accelerated by the presence of comorbid conditions, such as obesity, diabetes,
hypertension and dyslipidemia (Short et al. 2009). Furthermore, young Tunisian people are
exposed earlier to CVD risk factors (Jammousi et al. 2012). One of the CVD risk biomarker
in healthy subjects is endothelial dysfunction (ED). In fact it is well recognized the
importance of the endothelium in maintaining normal vascular function (Conti AA and
Macchi C. 2013). An ED disturbing the endothelium dependent relaxation (EDR) through
nitric oxide (NO) with loss of the properties anti-atherogenic and antithrombotic of
endothelium may have unnecessarily simultaneous cdDsasfield et al. 2007)Exercise

training induces adaptation of the cardiovascular system, resulting in improvement of oxygen
intake by both cardiac and skeletal muscles (Fritzsche et al. 2000). The impact of exercise
training on the endothelium is dependent on different factors of duration, frequency, intensity
or volume (Goto et al. 2003; Johnson et al. 2011). While aerobic exercise (high intensity and
long duration) is associated with a transient reduction of endothelium-dependent vasodilation
in peripheral conduit arteries (Dawson et al.2008; Rognmo et al. 2008; Zguira et al. 2013),
moderate aerobic exercise appears to enhance its function (Tinken et al.2009). The durations
and frequencies conditions of this type of exercise are noticeably effective (Haram et al. 2006;
Heylen et al. 2008; Maiorna et al. 2001). Other studies have shown also that exercise

preserves endothelial function NO-dependent (Woodman et al. 2003, 2006; Thompson et al.
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2003). Training realized with variable intensities of exercise allows observing that moderate
intensities potentiate the EDR whereas raised intensities in animals and humans decrease the
EDR with the increase of oxidant stress (Goto et al. 2003; Zguira et al,. 2018)dition,
Kingwell et al. (1997) indicate that exercise may prevent ED and improve its function in
normal subjects. In studies including human, noninvasive methods are usually favored
because invasive studies were limited to a very small number of patients and an ethical
problem. However, there is a noninvasive measurement method of microcirculatory blood
flow used to assess the endothelial function. This method consists of inducing changes in
regional blood flow by Laser Doppler Flowmetry (LDF) in responses to local infusion of
vasoactive substances like ACh (Westerman et al. 1988; Morris et al. 1995). This method was
previously used to assess whether the endothelial function is affected by type and intensity of
exercise in healthy and pathologic subjects. However, it is not clear how exercise acutely
affects EF. Many studies resulting from varied exercise protocols (Goto et al. 2003) present
conflicting results and ambiguity in data analysis after exercise. To determine whether
exercise is associated with a benefic effect on endothelial NO release, we investigated the
endothelium-dependent and — independent vasodilation by measuring noninvasively the
change in forearm skin blood flow (FSBF) in response to graded infusion of ACh, using

combined LDF and heating probe, in two groups of healthy males trained and sedentary.

The purpose of the study was to investigate vascular reactivity on FSBF in response to ACh
iontophoresis before and after an acute exercise in trained and sedentary young people. The

null hypothesis is that there is no difference between mean values of their FSBF data.
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Methods

Type of study

This was a case-control study spread over one year (from February 2010 to January 2011). It
was conducted in the Department of Physiology and Functional Exploration at the Farhat

Hached Hospital in Sousse, Tunisia. The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki, participants provided written consent and the study protocol were

approved by the ethics committee of the Hospital.

Sample size

The null hypothesis (Suresh et al. 2012) was HO: m1=m2 and the alternative hypothesis was
Ha: m1=m2 + d, where d is the difference between two means and nl and n2 are the sample
sizes for the T and S groups, such N = nl1 + n2. The total sample size was estimated using the
following formula (Suresh et al. 201X= [(r+1)(Z 4 + Z1p)* o] | 1 d° Z,is the normal

deviak at a level of significance = 1.64 (5% level of signifance},i¥ the normal deviate at

1-8% power with % of type Il error (0.84 at 80% statistical power); &jual to n1/n2 is the

ratio of sample size required for two groups (r = 0.67 gives the sample size distribution as
1:1.5 for two groupso and d are the pooled standard-deviation (SD) and difference of FSBF
means of two groups. These two values were obtained from a previous study based on a
similar hypothesis (Roche et al. 2010) in which the researchers found that the mean baseline
thermally stimulated skin blood flow (SkBF) (in perfusion units (PU)) in two groups were 11
and 9 and common SD was 3.5. The total sample size for the study was 47 males (30 T and 18

S).
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Subjects general characteristics

49 healthy male subjects 29 trained and 20 sedentary (recruited according to their oxygen
consumption) participated in this investigation (mean age: 15+ 1 year). All subjects were in
the same stage of maturation, as determined from questionnaire, which corresponded to
Tanner Stage 4 (Tanner et al. 1962). Body mass was measured to the nearest 0.1 kg with the
subjects in light clothing without shoes. Height was determined to the nearest 0.5 cm with a
measuring tape fixed to the wall. The body mass index (BMI) was calculated as the ratio of
mass (kg) to heightz (m2). All the athletes participated in regional or national competitions,
and were regularly trained. Selection was based firstly on the regular training (hoth).week
and gcondly on the value of maximum oxygen consumptik%ﬁ(zmax: beyond 45 ml.min

' kgt subjects is considered trained). A complete medical examination was performed,
including measurements of resting arterial blood pressure. History of familial or individual
CVD and treatments were collected for each participant. Subjects with a history of CVD,

hypercholesterolemia, liver disease, renal disease, or a smoking habit were excluded.

Maximal test

In order to determinéd/ O.max and so select groups, a maximal aerobic exercise test was

perfomed on a separate day (8 days before doing experimentation (DO0)). Incremental
exercise testing was performed on an electronically braked cycle ergometer (Ergoline, Bitz,
Germany) based on an individualized and personalized exercise test protocol (American
Thoracic Society/American College of Chest Physicians, 2003). Before each experiment,
volume and gas analyzers were calibrated. During the \ess, per kilogram of body mass,

carbondioxide (\VCOZ) output, O2 pulse, respiratory exchange raNtI:(OZIVOZ), global
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ventilation (\VE) and its components tidal volume and breathing frequency were recorded

continuouy using a breath-by-breath automated exercise metabolic system (ZAN 600
Ergotest, ZAN Mebgera'te GmbH, Germany). The ventilatory equivalents for O2 and CO2
were then calculated. Heart rate (HR) was monitored continuously using a 12-lead
electrocardiogram (ZAN ECG, 800). The anaerobic threshold was determined by the
ventilatory equivalents method (American Thoracic Society/American College of Chest
Physicians, 2003). Oxygen saturation (gpWas recorded by pulse oximetry (Model 9847,
Nonin Medical, Inc., Minneapolis, MN). Mean drop in SpO2 was computed as the individual
drop in SpO2 from baseline. Achievement of the exercise test was accepted when subjects
fulfilled at least three of the following criteria: a plateau in VO2 despite an increase in
exercise intensity, a maximal HR above 90% of the predicted maximal theoretical HR (220 —
age in year) (Ben Saad et al. 2009), a respiratory exchange ratio greater than 1.1, a blood

lactate concentration higher than 8.0 mmidldnd the apparent exhaustion of the subject.

The aolescents were thoroughly familiarized with all testing equipment and procedures.

Subjects were asked to rest the day before all testing and be well hydrated.
Laser Doppler Flowmetry combined with iontophoresis of ACh

Endothelium-dependent and independent vasodilatation of the forearm skin microcirculation
was evaluated by iontophoresis and skin heating in combination with LDF (Debbabi et al.
2010) before and after a maximal test. A laser beam penetrates the skin and a fraction of the
light is backscattered by moving blood cells and undergoes a frequency shift according to the

Doppler principle, generating a signal proportional to tissue perfusion. Forearm skin blood

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique : 107
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Méthodes

perfusion was measured by means of a LDF apparatus (Periflux PF5001, Perimed,
Stockholm, Sweden). The skin temperature was monitored throughout and maintained at 32
°C by the same LDF heating probe. The basal perfusion index was measured during the first
five minutes at rest, without infusion of ACh and without heating the skin (skin temperature =
32°C). Baseline skin blood perfusion was defined as the mean value recorded during a four
minutes time period. In order to investigate the endothelium-dependent vasodilatation,
iontophoresis of graduated doses of ACh, was undertaken. lontophoresis is a noninvasive
standard method of drug application that allows the local transfer of electrically charged
substances across the skin by using a small electric current. The electrical potential difference
actively causes ions in the solution to migrate according to their electrical charge. ACh
(diluted at 2% solution) was used to fill the chamber of the electrode. We used a delivery
current of 10 mA and administered three successive doses of acetylcholine for ten seconds
with an interval of two minutes between each dose in order to achieve a plateau of the
response following each delivery of ACh. Lastly, the laser probe was heated to 44°C for five
minutes and we recorded the maximal response to local skin heating, i.e. the endothelium-
independent maximal vasodilatation. In order to eliminate baseline variability, the maximum
skin perfusion value following iontophoresis was expressed as maximum percent change from
the baseline (Debbabi et al. 2010).

Perfusion index after the third dose of ACh iontophoresis was the maximal endothelial
response (arbitrary unit). Maximum perfusion index after heat hyperhemia and without ACh

infusion (skin temperature = 44°C, arbitrary unit) (Mourad et al. 2008; Hodges GJ and
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Sparks PA, 2013). Results are expressed as ACh-induced percentage changes in perfusion
index versudasal values.

Drug

The following drug was used is the ACh chloride (Sigma-Aldrich, Switzerland). It was
obtained from commercially available source, dissolved in deionized sterile water to 2%
solutions before the start of the experimental protocol and kept on ice at -4°C.

Statistical Analysis

Variables distributions were normal and results are presented asim8a&n Statistical
analysis was performed using Studenttestfor paired and unpaired data. Comparisons of
variables were carried out by the softw&igmaStats 3.1 statistical package for windows.
Comparisons between baseline and cumulative evaluation were made with a paired student's

t-test Differences were considered statistically significant wherOF05.

Comparisons of variable were carried out by the software SigmaStzts 3.1 statistical package

for windows.
Results
Subject characteristics

Table 1 summarizes the analysis of the baseline values of physical and clinical
characteristics. Age, height, BMI, systolic and diastolic pressure were similar in the two
groups. As expected, S group showed significantly higher values for body mass than T group

(p<0.05).The resting HR values and ﬂé{é)z peak was significantly higher in T group than S

group (p<0.001).
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General characteristics of sedentary and trained subjects

Variable

Age (years)

Height (cm)

Weight (kg)

BMI (kg/m?2)

HR rest (bpm)

HR peak (bpm)

Resting systolic Blood

Pressure (mm Hg)

Resting diastolic Blood

Pressure (mm Hg)
V Opeak (ml.miit)

V Opeak(ml.min™.kg-1)

Sedentary n = 20lrained n =29

178+ 7

74 +£10

23.1%2

83.1+10

182.2 +10

120.38 9

80.4+2

3.322 + 0.652

40.05 +4.53

180+ 7

68 +7

21.8+2

712.2+7

185.51 +10

11745

78.2% 4

3.78 £ 3.786

51.65+5.76

P value

groups Svs. T

Ns

Ns

<0.05

Ns

< 0.001

Ns

Ns

Ns

<0.05

<0.001

betwee
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Data are Average of values = SD. BMI: Body Mass Index; R. HR: Resting Heart Rate; HR

peak: peak Heart RateVOzpeak: peak of oxygen consumption; sedentary group vs. trained

group. Ns:not significant.
Effects of iontophorosis delivery of ACh on FSBF

The iontophorisis delivery of ACh, increased FSBF in a dose-dependent manner was
observed in the two groups. No difference in the FSBF response to iontophoresis delivery of
ACh (expressed as percentage change from the baseline) registered during resting conditions

between groups (figure 1)

1200

1000 w5 Before Execise
T Befoe Exercise
800 - |

ey Afte Exercise

600 = (= T After Exercise

400

FSBF esponse to ACh (%)

200

0

16 32 43
Acethylcholine (48pg/ml)

Figure 1: Cumulative concentration-response curves of Forearm Skin Blood Flow response to
acetylcholine (expressed as percentage change from the baseline) observed before and after an
acute exercise in sedentary and trained subjects. T = trained, S = sedentary. t = significantly

different from sedentary group (P<0.001
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These results indicate that skin infusion of ACh, increased FSBF in a dose-dependent manner
in the two groups. The T group responds significantly higher than sedentary one after exercise

(P < 0.001).

For the two groups, whatever before or after exercise, maximum response to the ACh-induced
endothelium-dependent relaxation was observed in fffe d®se (48 pg/ml) and was

significantly higher than the other doses in T group (p<0.001) (figure 2)

1200
T

1000

Sedentary
800 T

M Trained
600

400

FSBF esponse to ACh (%)
—

200

Before Exercise After Exercise

Acethylcholine (48ug/ml)

Figure 2.The Forearm Skin Blood Flow response to iontophorisis delivery of
acetylcholine (expressed as percentage change from the baseline) observed
before and after an acute exercise in sedentary and trained subjects. T =

significantly different from sedentary group (p<0.001).

Unlike the endothelium-dependent vasodilator ACh, which induced a significant impact on

the FSBF of the T group after exercise, elevation of skin temperature at 44°C, an
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endothelium-independent vasodilator, did not significantly affect the FSBF response of the

groups, whatsoever before or after exercise, as shown in figure 3.
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Figure 3, Forearm skin blood flow response to heating the skin at 44°C. Elevation of
the skin temperature at 44°C, an endothelium-independent vasodilator, did not affect

significantly the Forearm skin blood flow response of the groups.

Discussion

The present study, demonstrated that the FSBF response to ACh-induced endothelium-
dependent relaxation was significantly increased on trained young subjects compared to

control after a single acute exercise. So the null hypothesis, that there is no difference
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between the FSBF data of the two groups is rejected. Present data show also that the training

in healthy young men influences significantly the EDR by an increase of FSBF response.

Physical and clinical characteristics indicates that, in T group, lower values of body mass
compared to S one, these differences was due to the regular training; indeed exercise training
decrease fat mass (Conti AA and Macchi C, 2013). As expected, we observed, a significantly
increase inVOz peak and a significantly decrease in resting HR values, these results are in
agreenent with literature (Goto et al. 2003; Heylen et al. 2005). Therefore, CVD in adults are
laid in childhood and accelerated by the presence of comorbid conditions such as sedentarity,

uncontrolled alimentation, obesity and smoking (Short et al. 2009).
Laser Doppler Flowmetry

Clinical assessment of endothelial function is an insightful exploratory process by which one
could detect the upstream events that may lead to the prevention of cardiovascular
complication for subjects at high risk. In this context, pharmacological methods, which
consist of evaluating the endothelium-mediated flow-(in)dependent dilation by LDF along
with iontophorisis (Serne et al. 2002 ; Miaadi-Messaoud et al. 2010) have recently been used
to report a significant transient increase of cutaneous blood flow signal in response to local
infusion of vasoactive substances like ACh. This method has been tested on healthy subjects
as well as on people with disease states affecting their endothelial reactivity (Rakobowchuk et
al. 2005; Morris et al. 1995). As it provides a direct assessment of microvascular endothelial
function, LDF is considered to be reliable non-invasive investigative technique for human

clinical exploration. Moreover, the fact that the intra-subject measurements resulting from the
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LDF are highly reproductible without the intervention of the investigator's subjectivity is a
clear indiction that this technique provides strict standardization of the recording site. (Kubli

et al. 2000).

Dose-response curves were obtained by ACh iontophorisis. Other studies indicated that ACh-
induced vasodilatation is not only dependent on the production of NO but also the action of

prostaglandin in the skin vessels (Rubanyi et al. 1991)

Effects of iontophorosis delivery of ACh on FSBF

Before exercise

We evaluated vasoreactivity by comparing the changes in FSBF response to a cumulative
concentration of ACh an endothelium-dependent vasodilator. Since the original data of
Furchgott and zwadevski ,1980 who have explained the vadodilatator effects of ACh via NO
releasing on healthy rabbit aorta, many others studies showed and confirm this finding (Saiag
et al. 1996 ; Zguira et al. 2013). So our study joined these many studies who confirmed the
changes in blood flow response with vasodilatator effects of ACh through two mechanisms,
both of which are dependent on intact endothelium (Miaadi-Messaoud et al. 2010; Zguira et
al. 2013). Our data showed an increase in the FSBF response in both S and T groups after an
ACh iontophorisis at rest. In fact, it's well known that ACh directly binds muscarinic
receptors on the endothelium and causes the NO liberation which diffuses to the media and
induces relaxation of the vascular smooth muscle cells (Furchgott and zwadevski, 1980). The
second mechanism is called Lewis triple-flare response, or nerve axon reflex-mediated

vasodilatation, and is caused by the action of ACh on C-nociceptive fibers. ACh sensitizes the
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C-nociceptive fibers and augments the release of substance-P and calcitonin gene-related
peptide. This peptide directly causes vasodilatation (Brain et al. 2004), and substance-P
induces a release of mast-cell histamine. This indirectly leads to vasodilatation and increased
vascular permeability. So, this first result of our studied groups was in accordance with

literature.
After exercise

The data obtained from the comparison of groups demonstrate that FSBF response to ACh-
induced endothelium-dependent relaxation was significantly increased on trained young
subjects compared to the sedentary one after a single acute exercise. This result was in
agreement with other studies that showed beneficial effects of exercise training on
endothelium-dependent vasodilation (Higashi et al. 1999; Goto et al. 2003). In this
population, our data constituted original data because this study is the first who involves

young people (15 + 1 year).

Endothelium released NO in response to both endocrine mediators (eg, ACh and bradykinin)
(Furchgott and Zawadzki, 1980; Cherry et al. 1982) and mechanical stimuli (eg, changes in
blood flow velocity and endothelial shear stress) (Hambrecht et al. 1998). The fact that there
are no differences between systolic and diastolic blood pressure and heart rate peak does not
mean that the duration of submission to shear stress is the same in sedentary and trained when
VOzmax is reached. Indeed T takes longer than S to reach\?l@;imax. Therefore, their
resstance vessels are subjected during longer time to shear stress in T. thus, the effect of

endothelium-dependent vasodilatation induced by the shear stress is more important in
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trained. It is obviously noticed that exercise training provides direct beneficial effects to the
vasculature which may contribute to decrease cardiovascular disease risk factors (Johnson et
al. 2012). Although, there have been lots of evidence implying the beneficial effect of
exercise on endothelial function. It's well known that exercise training induces increase in
blood flow that causes vasodilation (Pyke et al. 2005). Many studies showed that exercise
training improve endothelial function with a better NO release and/or biodisponibility, a
decreased oxidant stress, an increased functional capacity of circulating angiogenic cells
(Jenkins et al. 2009). Laufs et al. (2004) showed that exercise training improves endothelial
function by increasing vasodilatory NO release and endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
activity in endothelial cells and they also noted that physical inactivity causes endothelial

dysfunction in part through impairment of eNOS.

In conclusion, cutaneous microvascular endothelium-dependent vasodilatation data show that
training of young subjects potentiates the vasodilators effects of ACh after an acute exercise
compared to the sedentary subjects. The training in healthy young men influences
significantly the EDR by an increase of FSBF response. It is necessary to pursue a better
understanding of the mechanisms leading to a potentiation of the ACh-induced EDR in

trained subjects submitted to acute exercise.
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Troisieme étude

TROISIEME PARTIE

Etude 3 : Effet d’'un programme d’entrainement physique de deux mois sur la fonction

endothéliale et sur le statut inflammatoire chez les femmes obéses en Tunisie.

Résumé

L'obésité constitue un probléme non seulement de santé mais aussi financier. La physiopathologie de I'obésité
esttrés complexe. Il s’agit d'une maladie multifactorielle. Le role des facteurs environnementaux explique
l'augmentation de sa prévalence ces dernieres décennies. Le comportement sédentaire apparait comme un
déterminant de l'augmentation de lincidence de I'obésité ainsi que le mode alimentaire. Ainsi, I'obésité
s'associe a de nombreux facteurs de risques, cardiovasculaires, respiratoires (syndrome d’apnées hypopnées
obstructives du sommeil et syndrome d’hypoventilation alvéolaire de I'obése), ostéo-articulaires et métaboliques
(diabéte de type llhyper-uricémie, insulino-résistance,...). Les anomaliedadfonction endothéliale chez

'obeése ainsi que les perturbations engendrées par le statut proinflammatoire de I'obése constituent une
découverte récente. A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a évaluer I'effet de I'entrainement
physique sur ces parameétres chez la femme obése. Ces arguments justifient notre démarche dont I'objectif est
d’'analyser I'effet d’'un programme d’exercice musculaire individualisé de deux mois chez les femmes obéses,
sur la fonction endothéliale et sur les biomarqueurs de l'inflammation. 30 femmes obéses agées de 20 a 40 ans
dont I'indice moyen de masse corporel (IMC) est de 38.5+ 0.6 Kgmt été incluses dans I'étude avec 32
femmes témoins (IMC de 23.7+1.2 Kg3n Un examen clinique et des mesures biologiques ont été effectués.

Un test de marche de six minutes est réalisé ainsi qu'une mesure de la fonction endothéliale par doppler laser
couplé a liontophorése d'acétylcholine pour estimer la vasodilatation endothélium dépendante. L'entrainement
est réalisé a une fréquence cardiaque cible comprise entre 50 et 60% de la fréquence cardiaque mesurée a la fin
du test de marche de six minutes. L’entrainement comporte trois séances par semaine ; d’'une heure chacune
pendant deux mois. Toutes les mesures sont refaites aprés deux mois d’entrainement. Les résultats indiquent une
augmentation de la distance de marche moyenne de 45 métres chez les obéses alors que chez les témoins
laugmentation est de 118 meétres. Il existe une franche perturbation du profil inflammatoire avec des
concentrations respectives de TNF alpha 6.2+,0.4 pg/ml, la leptine 15.6+ 0.9 pg/ml, Interleukine 3.7 0.5
pg/ml, la visfatine 37.2 + 1.2pg/ml. Ces valeurs sont significativement plus élevées par rapport aux témoins.
L’'entrainement réduit significativement le TNF alpha de 6.4%, la leptine de 10%, l'interleukine 6 de 43% et la
visfatine de 46%. Il existe aussi une altération de la fonction endothéliale avec des valeurs respectives 323+18%
chez les obéses alors que chez les témoins la perfusion est de 1167+11%. L’'entrainement améliore de maniére
révélatrice I'aptitude aérobie, la distance de marche de six minutes dont I'augmentation est respectivement de
11% chez les femmes obéses et chez les témoins de 19%. La fonction endothéliale est clairement augmentée
dans les deux groupes, mais les femmes obéses bénéficient beaucoup plus de I'entrainement que les témoins
avec une croissance de 156%. Néanmoins, les témoins ont amélioré leur perfusion deel&gdice
musculaire conduit sous forme d’un entrainement individualisé, restaure les capacités aérobies et la fonction
endothéliale et induit une régression de linflammation comme en témoigne la réduction significative des
biomarqueurs de I'inflammation.

Mots clés : obésité, fonction endothéliale, biomarqueurs de l'inflammation, exercice physique individualisé
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Introduction

1. INTRODUCTION

L'urbanisation excessive, la société moderne, le mode de vie sédentarisé, la facilité de
'exécution des taches quotidiennes et la quantité élevée d’aliments hypercaloriques ont
abouti a des changements des habitudes alimentaires et des styles de vie qui font le lit de
'obésité (1).Cette derniere est définie comme étant un excés de poids da a une inflation des
réserves énergeétiques avec un exces de masse grasse. L’augmentation des réserves adipeuses
est pathologique lorsqu’elle est exposée au risque accru de mortalité et de morbidité ainsi que

par l'altération de la situation psychosociale ou de la qualité de vie de I'individu (2).

L'obésité est une maladie chronique, a potentiel évolutif conduisant a une pathologie
d’organe et qui concerne plus d’'un milliard de personnes dans le monde entier (3, 4). Selon la
publication de 'OMS en mars 2013 (5), A I'échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a
doublé depuis 1980. Le surpoids concerne 1,4 milliard de personnes de 20 ans et plus, parmi
lesquelles plus de 200 millions d’hommes et prés 300 millions de femmes sont obeses
(estimations de 2008). 35% des adultes agés de 20 ans et plus étaient en surpoids et 11%
étaient obéses (estimations de 2008). 65% de la population mondiale habitent dans des pays
ou le surpoids et I'obésité tuent plus de gens que linsuffisance pondérale. Le surpoids

concerne prés de 40 millions d’enfants de moins de cing ans (estimations de 2011).

Dans ce contexte, la Tunisie semble se situer a un stade avanceé : selon les enquétes budget
consommation et niveau de vie des ménages (EBCNVM), la prévalence de I'obésité est
élevée, notamment chez les femmes, et a fortement évolué au cours des deux derniéres

décennies en passant de 8,7 % en 1980 a 17,4 % en 1995 (6, 7). En 1996/97, 'Enquéte
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Nationale de Nutrition a réveélé une prévalence de 22,7 % chez les femmes, ce qui confirme

cette tendance (7).

Plus alarmante encore est la mise en évidence récente d’anomalies de la fonction endothéliale
chez les obeses démontrant que I'obésité est un véritable marqueur de risque de la survenue

d’accidents cardiovasculaires (8).

L’expression dysfonction endothéliale est un terme qui fait référence a une perte des fonctions
régulatrices normales de I'endothélium vasculaire et qui peut survenir assez tét dans le
processus de développement de certaines pathologies. Elle est a I'origine d’un phénotype pro-
inflammatoire et pro-thrombotique qui peut jouer un rdle crucial et précoce dans la

physiopathologie des maladies cardiovasculaires (9, 10).

De plus, I'exces de la masse grasse est associé a une élévation modérée des taux circulants de
meédiateurs inflammatoires non spécifiques d’interleukines et de cytokines (C-Réactive
Protéine, cytokines, interleukines, molécules d’adhésion ou de remodelage de la matrice
extracellulaire), produits par le foie et les organes lymphoides mais également par le tissu
adipeux blanc. Il s’agit de protéines de la phase aigué de linflammation (11). Comme les
autres tissus de I'organisme, le tissu adipeux posséde des macrophages « résidents » dont la
fonction n’est pas clairement établie, mais qui semble avoir une action anti-inflammatoire

(phénotype M2, produisant des cytokines anti-inflammatoire comme I'lL-10).

La réduction pondérale assure une amelioration de I'état inflammatoire observé dans I'obésité
et une chute de I'expression des genes de l'inflammation du tissu adipeux (12). En fait, de

nombreuses études ont prescrit la pratique d’'une activité physique dans les programmes de
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lutte et de prévention contre cette pathologie (13, 14, 15, 16, 17, 18). De méme, il a été
démontré qu’'une meilleure utilisation périphérique du glucose pourrait prévenir I'obésite, ce

qui plaide en faveur du role pivotant d’une activité physique réguliere (19).

L’entrainement combiné avec un programme de régime hypocalorique a amélioré la capacité
a oxyder les lipides pendant I'exercice. Cette amélioration a été associée aux améliorations

des concentrations plasmatiques des adipocytokines chez des adolescentes obéses (17, 18)

De cette problématigue émane I'hypothese que I'entrainement physique individualisé
améliorerait significativement l'aptitude aérobie, la distance de marche de six minutes, la
fonction endothéliale et réduirait significativement les biomarqueurs de I'inflammation chez

les femmes obeses.

A notre connaissance, peu ou pas d'études se sont intéressées a la fois a l'effet d'un
réentrainement individualisé par I'exercice musculaire sur la fonction endothéliale mesurée
par la technique du doppler laser couplée a liontophorese de I'acétylcholine, a I'aptitude
aérobie et aux biomarqueurs de l'inflammation chez les femmes Tunisiennes obeses. Ainsi,
I'objectif général de ce travail est d’analyser I'effet d'un programme de réhabilitation par un
entrainement physique individualisé, chez les femmes obéses, sur 'aptitude aérobie, I'état

inflammatoire et la fonction endothéliale.

130

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Méthodes

2. METHODOLOGIE

2.1. Echantillon étudié

Notre étude a été réalisée sur un échantillon composé de 62 sujets de sexes féminins (30
obéses et 32 témoins) recrutés de facon aléatoire et regroupés selon leurs indices de masse

corporelle (IMC).

L’age moyen des deux groupes témoins et obéses est respectivement e 324.,2 ans.

Les moyennes d’'IMC correspondantes sont respectivement de 23.7+£1.2 et 38.5+ 0.6 Kg/m2.
Les critéres d’inclusions et de non inclusions ont été respectés pour toutes les participantes.
En effet, les femmes doivent étre non fumeuses et indemnes de toutes pathologies
respiratoires et ne pratiquent aucune activité physique. Toutes les femmes recrutées ont signé
un consentement pour la participation. Le choix du sexe féminin repose sur le fait que d’'une
part la frequence de I'obésité chez les femmes est plus importante que chez les hommes en
Tunisie. Et d’autre part, la majorit¢ des hommes sont soit des fumeurs soit exposés au

tabagisme passif.

2.2. Procédure Expérimentale

Un_guestionnaire a été élaboré pour obtenir les informations sur I'état de santé de chaque

femme (antécédents familiaux, personnels, tabagisme, condition de vie....). L'examen
clinigue a permis de mesurer les données anthropométriques (age, poids, taille) et la pression

artérielle. L’'Indice de masse corporelle (IMC) a été calculé.
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Un prélevement sanguin veinewsa été réalisé sur des tubes secs aprés une période de jeline

de 12 heures. Les dosages suivants sont effectués : glycémie, cholestérol total, triglycérides,
LDL, HDL. Nous avons aussi mesuré les bio-marqueurs de l'inflammation suivants : TNF

alpha, Interleukine 6, Leptine, Visfative. (Méthode ELISA).

Les cytokines inflammatoires et hormones

Les concentrations plasmatiques de visfatine, du TNF alpha, l'interleukine-6 et la leptine ont

ete déterminées par la technique ELISA-kits de RayBiotech

Evaluation de la fonction endothéliale : Laser Doppler couplée a l'iontophorése

d’acétylcholine

La vasodilatation endothélium-dépendante de la microcirculation cutanée est évaluée par la
combinaison de l'iontophorese et de la débimétrie par Laser Doppler. Un faisceau laser
pénetre a travers la peau et une fraction de la lumiére est réfléchie en percutant les globules
rouges en mouvement dans la microcirculation cutanée avec modification de la fréquence
selon le principe du Doppler. Les mouvements de fréquence sont convertis en un signal
électriqgue (20), exprimé en unités arbitraires, proportionnel au nombre et a la vitesse des

globules rouges, donc proportionnel a la perfusion cutanée (21).

Le matériel utilisé est illustré par des photographies, il est composé de :

Un appareil laser Doppler : caractérisé par une longueur d’'onde de I'ordre de 780nm et une
fréequence de l'ordre de 32Hz. Il est équipé d’'une sonde Laser Doppler liée a I'appareil par le

biais de deux fibres optiques.
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Un générateur de courant (PF 382 b, Perimed AB, Periont Supply, Jarfalla, STOCKHOLM,
Suéde) : Ce générateur consiste en une batterie (9 volt) qui présente deux boutons de réglage,
un pour le réglage de l'intensité du courant électrique et I'autre pour le réglage du temps. A ce

générateur sont branchées une anode et une cathode.

Des Electrodes de référence (PF 384 b, Perimed, Jarfalla, suéde) : C’est une électrode double
face dont 'une est autocollante qui sera mise en contact avec la peau, alors que l'autre face

sera en contact avec la cathode.

Des électrodes double face autocollantes ou électrode Laser Doppler: La premiére face
permet de fixer la sonde a la zone de mesure, alors que la 2éme face est centrée par un chiffon
sous forme d’'un disque qui sera le support de la substance administrée. Cette électrode sera

fixée a I'anode de la batterie.

Un ordinateur équipé d’un logiciel Perisoft pour Windows System(PSW) : Ce logiciel est
actuellement utilisé en clinique courante et dans le domaine de la recherche. Il permet

d’enregistrer tous les signaux détectés par le Doppler Laser.

L’Acétylcholine : L’ACh utilisée est une solution préparée a 2% avec I'eau désionisée, soit

20g/L. La quantité de I'ACh déposeée sur I'électrode double face est estimée a 80 microlitres.
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Sonde Lesar Doppler

Module thermique
FF5020

Module Laser Doppler|
PF5010

Fibrez optigues

Figure 1. Photographie de I'appareil Doppler laser utilisé dans notre étude (Periflux PF 5001

Perimed, Jarfalla, Suede)

Afficheur
Anode
Bouton de
réglage
de courant
cathode
Bouton derézlzgedutamps

Figure 2. Photographie du générateur de courant utilisé dans notre étude (PF 382 b Perimed

AB,Periont Supply, Jarfalla, STOCKHOLM, Suede )

Site de fixationdela
cathode

Figure 3. Electrode de référence (PF 384 b Perimed, Jarfalla, Suéde)

134

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Méthodes

Chiffon imbibé par
V'acétylcholine

Site da
fixation de
I'anode

Faizcaau laser

Figure 4. Electrode Doppler Laser (PF383, Perimed, Jarfalla, Suéde)

Figure 5. Ordinateur lié au Laser Doppler équipé d'un logiciel Perisoft for Windows System

Le test est réalisé le matin (9h-11h) dans une piéce avec une température contrélée a 24°C-
25°C. Aprés une période d'acclimatation on démarre I'examen, le sujet doit étre a jeun. Deux
électrodes sont déposées sur la peau de la face antérieure de I'avant- bras, une électrode
contenant la chambre dans laquelle est déposée I'acétylcholine et une deuxieme électrode
conductrice a base d’hydrogel qui sert d’électrode de référence. La sonde Doppler est fixée

sur I'électrode délivrant le produit. Une batterie est utilisée pour créer un courant électrique
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entre les deux électrodes. Les différents protocoles utilisent I'acétylcholine comme substance
vasodilatatrice endothélium-dépendante. L’'acétylcholine délivrée par voie transcutanée par
iontophorese entraine une vasodilatation microcirculatoire locale dose-dépendante (22). En
effet, l'utilisation de I'acétylcholine semble étre plus appropriée que I'hyperhémie post-
occlusive pour provoquer des réponses vasodilatatrices endothélium-dépendantes. L'intensité
du courant est de 10mA et permet I'administration de 3 doses croissantes d’acétylcholine (16,
32 et 48 ug/ml) pendant 10 secondes avec un intervalle de deux minutes entre les doses. Pour
eviter les problémes liés a la thermorégulation, la température de la sonde laser est maintenue
constante a 33°C. Le signal Laser Doppler est enregistré sans interruption a l'aide d'un
ordinateur. Apres 2 minutes pendant lesquels on enregistre le signal a I'état de base (perfusion
cutanée au repos), trois doses successives d’acétylcholine (séparées de 2 minutes I'une de
lautre) sont administrées. La vasodilatation microcirculatoire cutanée endothélium-
dépendante a été définie comme le pourcentage d’augmentation de la perfusion locale, en
rapportant le signal maximal atteint aprés chaque dose d’acétylcholine a la perfusion moyenne
a I'état de base. Pour évaluer la capacité maximale de la vasodilatation de la microcirculation
cutanée, (y compris la vasodilatation endothélium dépendante et non endothélium
dépendante), la chaleur locale a été utilisée (vasoplégie thermo-dépendante). La peau a été
chauffée a 44°C pendant 5 minutes grace a la sonde Laser Doppler qui est combinée a un
module chauffant. La capacité vasodilatatrice maximale a été définie comme le pourcentage
de variation du signal Laser Doppler aprés chauffage par rapport au signal moyen a I'état de

base.

Test de marche de six-minute (TM6)
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Il consiste a demander a la femme de parcourir la plus longue distance pendant six minutes le
long d’'un couloir de 40 metres étalonné tous les métres. Il s’agit d’'une marche rapide a pas
identique, le sujet ne doit pas courir. On mesure la pression artérielle (PA), la saturation en
oxygene transcutanée (oxymeétre nonin) et la fréquence cardiaque au repos
(cardifréquencemeétre Poalr, Finland) ainsi que I'évaluation de la dyspnée sur |'échelle
visuelle analogique. Apres le signal du départ, la patiente marche et peut s’arréter et repartir
ensuite. Le chronometre continue a mesurer le temps. A la fin du test on mesure la PA, la
saturation, la fréequence cardiaque et on évalue la dyspnée. La distance de marche est évaluée
en metre prés. La fréquence cardiaque atteinte a la fin du test est comparée a la fréquence
cardiaque maximale théorique. Ce test permet de prédire la fréequence cardiaque cible qui sera
atteinte lors de I'entrainement. Cette fréquence cible est de 55 a 65% de la fréquence
cardiaque maximale mesurée lors du test de marche de six minutes. Chaque femme doit
réaliser un exercice a une puissance qui permet d’atteindre et de maintenir la fréquence

cardiaque cible lors du protocole d’entrainement.

Le programme de réentrainement

30 femmes obéses et 32 témoins ont suivi un programme personnalisé pendant 2 mois a
raison de 3 séances par semaine sous la surveillance d’'un enseignant d’éducation physique et

d’'un médecin.

Le programme est un cours collectif de vélo. C’est un travail d’endurance de capacité avec
contrble de la fréquence cardiaque (ne pas dépasser la fréquence cardiaque cible estimée lors

du test de marche de six minutes réalisé avant le réentrainement).
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Apres un échauffement de 10 minutes conduit sous forme d’étirement pour assurer un
réveil musculaire et de mouvements impliquant toutes les articulations, I'exercice est
effectué sur bicyclette ergométrique a une puissance individualisée identifiée par le
maintien de la fréquence cardiaque cible. La puissance du vélo est augmentée
progressivement jusqu’a l'atteinte de la fréquence cardiaque cible mesurée en continu
par un cardiofrequecemetre (Polar 4000, Finlande). La durée de l'exercice est de 30
minutes. Une période de récupération active puis passive associée a un renforcement
musculaire est effectuée pendant 20 minutes. La durée totale de la séance est de 60

minutes.
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3. RESULTATS

Le tableau 1 représente les moyennes et les écarts types des données anthropométriques et du

bilan sanguin avant et apres I'entrainement chez les 2 groupes

3.1. Les données anthropométriques et biochimiques

Tableau 1. Variations des données anthropométriques et biochimiques avant et apres

entrainement

Obeses Témoins
Avant Aprés Avant Apres P
entrainement entrainement entrainement entrainement
Age (ans) 33%1,2 - 32 £1,06 <0,05
Taille (m) 1.65+0.05 - 1.59+1.08 <0,05
Poids (Kg) 10543 95+2* 60+0.9 58+1 <0,05
IMC (Kg.m-2) 38,5%0,6 36,8+1,3* 23,7 +1,2 22,5+0.8 <0,05
PAS (mmHg) 130%1 110+1* 108+1 107+1 <0,05
PAD (mmHg) 751 75+0,5 67,0+1,2 68,0+1,2 NS
Glycémie 5,92+0,14 5,46+0,47* 4,84 +0,02 4,61 +0,028 <0,05
(mmol/dl)
Cholestérol 4,53+0,18 4 ,36+0,45* 3,42 +0,11 3.32+0.2 <0,05
total (mmol/l)
HDL 0,98+0,12 1,12+0,04 1,05+0,03* 1,04+0.4 <0,05
cholestérol
(mmol/1)
LDL 2,91+0,15 2,69+0,13* 2,04+0,08 2,01+0,05 <0,05
cholestérol
(mmol/1)
(mmol/1)
Triglycérides 1,28+0,23 1,03+0,02* 2,04+0,088 1,94+0,038 <0,05
(mmol/1)
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Abréviations : IMC, Indice de masse corporelle ; PAS, pression artérielle systolique; PAD,
pression artérielle diastolique ; HDL, lipoprotéine a haute densité ; LDL, lipoprotéine a basse

densité.

p : significativité avant entrainement vs aprés entrainement. NS, non significatif

Différence significative entre les obéses avant et apres I'entrainement (*p < 0.05)

Différence significative entre les témoins avant et apres I'entrainement (§p<0.05)

On a constaté une diminution statistiquement significative aprés I'entrainement chez les
femmes obéses selon des parameétres suivants : poids, IMC, PAS, glycémie, cholestérol, LDL

et les triglycérides. Cependant, on a remarqué une augmentation du taux de HDL

Il n"existe pas de changement pour la PAD.

3.2. Les cytokines inflammatoires

Le tableau 2 indique la variation des cytokines inflammatoires T&yFH.-6, Visfatine

et Leptine, avant et apres entrainement, § : p<0,05

Tableau 2 : Effet de I'entrainement sur les cytokines inflammatoires chez les 2 groupes

Obeéses Témoins

Avant Apres Avant Apres P

entrainement entrainement Entrainement entrainement

TNF-a (pg/ml)  6,2+0,4 5,8+0,3* 2,20+0,68 2,11+0,56 <0,05

IL-6(pg/ml) 3,7+0,5 2,1+0,3* 1,35+0,18 1,24+0,178 <0,05
Visfatine(pg/ml) 37,2 1,2 19.8+0,4* 17,5%0,9 17,1+0,8 <0,05
Leptine (pg/ml) 15,6 +0,9 13,89+0,5* 10,69+0,41 9,950,258 <0,05
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Différence significative entre les obéses avant et apres I'entrainement (*p < 0.05)

Différence significative entre les témoins avant et apres I'entrainement (§p<0.05)

Une baisse significative exprimée en pourcentage des valeurs aprés l'entrainement est
constaté respectivement chez les obéeses pour ledTdd-6.45%, pour les IL-6 de 43,24%,

pour la vefatine de 46,77% et la leptine de 10,96%

Pour les témoins, cette baisse est respectivement de 4% pour le, BS#pour les IL-6,

25% pour & visfatine et 6% pour la leptine.

3.3. La fonction endothéliale

L’'analyse de la fonction endothéliale est schématisée avant I'entrainement par la figure 6 dans

les deux groupes.
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Figure 6. Variation de la réponse de I'endothélium a l'acétylcholine Ach (%) apres

administration des 3 doses d’ACh chez les 2 groupes avant I'entrainement.
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Il existe une différence significative (*p<0,05) entre les deux groupes avec une réponse

réduite chez les obéses par rapport aux témoins.

Cette méme analyse de la fonction endothéliale est effectuée aprés les deux mois
d’entrainement.

Les résultats sont explicités par la figure 7.
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Figure 7. Variation de la réponse de I'endothélium a l'acétylcholine Ach (%) chez les 2

groupes apres I'entrainement.

Nous avons comparé les pourcentages de variation induite par I'exercice dans les deux
groupes a la troisieme dose d’acétylcholine. On a constaté que les témoins ont augmenté leur

débit de perfusion de 27%, alors que les obéses ont augmenté de 156% (*p<0,05)

Pour évaluer la capacité maximale de la vasodilatation de la microcirculation cutanée, nous

avons obtenu les résultats avant I'entrainement, comme l'illustre la figure 8
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Figure 8. Variation de la réponse de I'endothélium a la chaleur de 44° C chez les 2 groupes

avant I'entrainement.

Différence significative entre les obéses et les témoins avant I'entrainement (*p < 0.05)

Cette figure montre une différence significative entre les deux groupes avec une réduction de

38% chez les obéses par rapport aux témoins avant I'entrainement.
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Figure 9. Variation de la réponse de I'endothélium a la chaleur de 44° C chez les 2 groupes

apres lI'entrainement.
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Différence significative entre les obéses et les témoins aprés I'entrainement (*p < 0.05)

Cette figure montre une différence significative entre les deux groupes avec une réduction de

34% chez les obéses par rapport aux témoins apres I'entrainement.

3.4. Test de marche de 6 minutes (TM6)

Les résultats du test de marche avant et apres entrainement sont récapitulés au tableau 3.

Tableau 3 : Effet de I'entrainement sur les parametres mesurés lors du test de marche de 6

minutes chez les 2 groupes

Obeéses Témoins

Avant Aprés Avant Aprés P

entrainement entrainement
entrainement entrainement

Fc de repos(bpm) 78+t4 717 72+8 65 + 48 <0,05

Saturation 98 +0.01 98 +0.01 98 £0.01 98 +0.01 <0,05

en oxygene (%)

Distance 385.50 £ 8.69 430.50 £ 8.75* 601.44+5.1 720.38 +6.4%0,05

parcourue (m)

Différence significative entre les obéses avant et apres I'entrainement (*p < 0.05)

Différence significative entre les témoins avant et apres I'entrainement (8p<0.05)

On a trouvé une amélioration significative de la distance de marche de 6 minutes dans les

deux groupes de 11 % chez les obeses et de 19 % chez les témoins
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3.5. Analyse statistique

Tous les résultats de cette étude sont présentés en moyenne técart type. L’analyse statistique
de cette étude est effectuée par le biais du Logiciel SPSS pour Windows version 17.0

(Chicago, IL).

Les tests statistiques utilisés sont :

Le test «t » de student, pour la comparaison intergroupe des moyennes de tous les résultats
obtenus. A une valeur de 305, la difféerence entre les deux moyennes compases

significative

Le test de « t » de student, échantillons dépendants, pour la comparaison de tous les
parametres avant et aprés I'entrainement (intragroupe). A une valeur de p < 0,05, la différence

entre les deux moyennes comparées est considérée significative.
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4. DISCUSSION

L’objectif de cette étude a été d’analyser I'effet d'un programme de réhabilitation par
'entrainement physique individualisé sur la fonction endothéliale et sur le statut

inflammatoire chez les femmes obeses par rapport a un groupe témoin.

Le principal résultat de cette étude indique que les anomalies de la fonction endothéliale
mesurées a |'état basal par le doppler laser couplé a 'iontophorese d’acétylcholine régressent
significativement aprés deux mois d’entrainement individualisé parallelement a 'amélioration
du statut pro-inflammatoire constaté chez les femmes obéses avant le programme de
réhabilitation. L'amélioration de la fonction endothéliale endothélium dépendante est

significativement plus élevée chez les femmes obéses par rapport a celle des témoins.

A notre connaissance, cette étude est la premiere qui a évalué l'effet d’'un entrainement
individualisé de deux mois chez les femmes obéses avec la mesure des parameétres de

I'inflammation et de la fonction endothéliale chez des femmes témoins et obéses.

Sur le plan de la méthode, nous avons choisi I'entrainement a une puissance équivalente de 50
a 60% de la puissance maximale aérobie pour plusieurs raisons. Cette activité effectuée en
groupe permet une meilleure prise en charge des obeses avec un effet groupe dont peut
bénéficier chaque sujet. Il faut aussi noter que ce type de réentrainement a prouveé sa large
efficacité dans plusieurs maladies respiratoires chroniques (23, 24) ainsi que chez des enfants
obeses (25). L'intensité choisie permet une meilleure oxydation des lipides pendant I'exercice

(26). L’ensemble de ces raisons justifie notre démarche expérimentale.
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L'utilisation du test de marche de six minutes comme épreuve de terrain est largement validé
et constitue un test simple, facile, reproductible et adapté aux sujets obéses. Les informations
issues de ce test contribuent a une meilleure évaluation de la réponse cardiovasculaire et
musculaire lors de I'exercice. Ce test constitue actuellement une exploration non onéreuse de
I'aptitude aérobie. Plusieurs travaux ont analyseé les facteurs déterminants de la distance de
marche de six minutes. Ce qui nous a permis d’utiliser des valeurs de références spécifiques a
la femme Tunisienne (27). Ces équations permettant une meilleure comparaison des distances
mesurées par rapport aux normes locales. Les sociétés scientifigues recommandent I'usage
d’équations de référence issues de la méme population et qui répondent aux normes
notamment biologiques. En effet, ces équations doivent provenir d'un échantillon de sujet
sain en utilisant une modélisation statistique qui tient compte de la relation entre la distance
de marche de six minutes et les caractéristiques anthropomeétriques (28). Nous avons ainsi
utilisé des equations de références valables pour les femmes tunisiennes (27). Ces équations
permettent le calcul de la distance de marche de six minutes prédite pendant un test
standardisé. Puisque la DM6 est influencée par l'indice de masse corporelle pour un age
donné, la DM6 est plus faible dans le groupe des femmes obeses de 245 metres. Ces résultats
corroborent ceux de Séres et al. (29)gae explique que la baisse de la masse corporelle
augmente la capacité aérobie. Il en est de méme, lorsqu’on s’adresse au gain de masse grasse.

En effet, ce dernier réduit la capacité aérobie (30) ainsi que la DM6 (31).

La technique du doppler laser et de l'iontophorese constitue une méthode de référence dans
I’évaluation de la fonction endothéliale. Elle combine la mesure du débit sanguin par doppler

laser couplé a [liontophorese d'agent pharmacologique comme l'acétylcholine. Cette
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technique a largement contribué a I'étude hémodynamique de la microcirculation (32). Elle
constitue actuellement un moyen tres avantageux par rapport aux mesures lors de

I’hyperhémie réactive.

Sur le plan des résultats, notre étude met en évidence une baisse significative de la masse
corporelle et de I'IMC, plus importante dans le groupe des femmes obeses et, qui résulte de la

réponse a I'exercice musculaire.

Dailleurs, 'augmentation de la dépense énergétique, en particulier lors de I'exercice de type
aérobie est une conséquence de l'adaptation musculaire et métabolique. Elle permet une
augmentation du taux maximal d'oxydation des lipides (LIPOXmax). C’est-a-dire une
élévation de la contribution des lipides a la fourniture énergétique pendant I'exercice (18). A
lissue de la période de réhabilitation proposée aux femmes obéses et témoins, des
modifications de leurs compositions corporelles ont été illustrées. La réduction de la masse
corporelle, de I'IMC et de la masse grasse est significativement plus élevée dans le groupe des
obeses. Nos constatations sont en accord avec les résultats des études précédentes (15, 33,

35).

L'utilisation accrue des lipides pendant I'exercice modéré permet l'augmentation de

I'oxydation des lipides chez des sujets maigres (36) et obéses (15).

Chez la population obese, I'entrainement de basse intensité peut étre préférable qu’'un
entrainement de haute intensité en raison du risque de blessures musculo-squelettiques et de la
meilleure adhésion a I'exercice (37). L’'obésité est caractérisée par une capacité altérée de la

mobilisation et de ['utilisation des lipides pendant I'exercice. Ainsi, I'entrainement a une

148

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Discussion

intensité qui correspond au LIPOXmax diminue ce dysfonctionnement métabolique et
favorise I'oxydation des lipides. Zachwieja, et al. (38) a prouvé qu’une augmentation de
I'oxydation lipidique pendant I'exercice en endurance est expliquée par 'économie des stocks
de glycogene ainsi que par une capacité accrue d’oxyder plus de lipides apres le programme
d’entrainement. Cette amélioration de la capacité d’oxydation et des lipides peut étre
bénéfique pour la gestion de I'obésite, comme déja mentionnée par Maffeis et al. (39) chez
'enfant obése mais aussi chez I'adulte avec une baisse du contenu lipidiqgue du muscle (40).
De plus, I'exercice augmente la réponse lipidique du tissu adipeux par une augmentation de
I'expression et de I'activation de la lipase hormono-sensible (HSL) (41), réduisant de ce fait
la difficulté de I'oxydation des lipides observée chez les obéses. (42). Il est donc clair que
'entrainement en endurance induit une réponse adaptative favorable pour réduire la masse
grasse. Un autre bénéfice de I'oxydation élevée des lipides est I'amélioration de la sensibilité
a l'insuline chez les sujets obeses (43). Ce parametre pourrait contribuer a améliorer par

ailleurs la fonction endothéliale.

Ce travail confirme la dysfonction endothéliale qui est une anomalie précoce faisant le lit de
I'athérosclérose et des maladies vasculaires chez 'homme. En effet, il a été démontré
récemment que l'obésité induit une réduction franche de la vasodilatation endothélium
dépendante chez la femme (8). Dans une étude précédente, la réserve vasodilatatoire chez les
femmes obeéses est réduite au niveau des capillaires de I'avant bras. Ce résultat suggere un
déficit de la fonction endothéliale avec des anomalies de la relaxation et de la compliance
vasculaire dans l'obésité (8). On retrouve dans ce travail les mémes anomalies décrites

précédemment avec une réduction de la vasodilatation endothélium dépendante. Cette
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altération existe a deux niveaux, le premier est celui de la fonction endothéliale basale, le
second est identifié lors de I'iontophorése de I'’Acétylcholine. La vasodilatation endothélium-
dépendante est significativement réduite chez les femmes obeses, ce qui suggére une
association entre I'obésité et la dysfonction endothéliale. Ce dysfonctionnement peut étre
expliqué par la sécrétion adipocytaire de peptides « adipokines », tel que la leptine, la
résistine, le TNElpha, I'lL6 dont les valeurs étaient significativementugpElevées par
rapport aux femmes témoins. Le tissu adipeux participe physiologiquement a I’'homéostasie
énergétique de I'organisme mais aussi il intervient dans les fonctions cardiovasculaires (44).
Un exces de masse grasse induit une réaction inflammatoire chronique par la libération
anormale d’adipokines (45, 46). Il existe aussi une activategmvoies de signalisation pro
inflammatoires a 'origine des complications cardiovasculaires. En effet, la leptine induit un
stress oxydatif avec la production des radicaux libres (47). Cette hormone stimule la sécrétion
des cytokines pro inflammatoires (T&pha et IL6) a I'origine de I'’hypertension artérielle et
dégrade la fonction endothéliale (48, 49). Ce qui explique que nos femmes obeses ont des
taux élevés de TNF alpha et d’'IL6. Le TdNprovoque une insulino-résistance et altere le
fonctionnanent de I'endothélium vasculaire. Le stress oxydatif aggrave le processus
pathologique de la dysfonction endothéliale et aboutit a I'athérogenese. Une production
exagérée de TNF est associée a une augmentation de l'activité¢ de la NO&gine
inductible. Cette protéine est responsable de la synthése d’'une quantité élevée de NO qui
exerce des effets cardiotoxiques impliqués dans I'apefity. .Dans le méme contexte, le
TNF-o est impliqué dans l'augmentation de la perméabilité endlatbg51) et inhibe la

transcription et la post-transcription du gene qui code pour la NOS d'origine endothéliale.
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Cette action explique la dysfonction endothéliale chez les obeses (52). De sa part, I'lL6
affecte aussi la fonction endothéliale (53Je médiateur augmente la perméabilité
endothéliale en modifiant la distribution des jonctions serrées (54, 55), ce qui est cohérent
avec nos resultats. D’autre part, le stress oxydant est a l'origine d'une dysfonction
endothéliale chez les individus obeses (56). Il est associé a un désequilibre du systeme anti-
oxydant rendant précaire le statut de I'obese qui serait plus exposé au stress oxydatif (57, 58).
Les réactions d’oxydation jouent un rdle important dans I'athérogénese ainsi que dans la
dysfonction endothéliale. Les effets des radicaux libres dérivés de I'oxygene (ROS) sur la
fonction vasculaire modulent la croissance des cellules musculaires vasculaires lisses et des
fibroblastes (59). Leur production induit une toxicité cellulaire. Le nicotinamide adénine
dinucléotide/NADPH oxydase est la source vasculaire majeure des ROS (60). Une forte
corrélation a été démontrée entre l'activité de la NADPH oxydase, les facteurs de risques de
'athérosclérose et la dysfonction endothéliale (61). L'élévation des taux des acides gras
augmente le stress oxydatif via la NADPH oxydase. L’augmentation de ce stress induit une
dys-régulation de la production des adipokines qui est améliorée par la réduction pondérale
(62). Dans le méme ordre d’idées, nos résultats suggerent que I'exercice musculaire agit ainsi.
D’autre part, laugmentation du stress oxydatif stimule la destruction de NO par la réduction
de ces effets biologiques. La monoxyde d’azote synthase d’origine endothéliale (NOSe) est
cruciale pour ’lhoméostasie vasculaire mais peut participer a la pathogenéese de la dysfonction
endothéliale (63). En effet, lorsque la NOSe n’est pas couplée a la L-arginine ou a la BH4
(cofacteurs nécessaires a l'activité normale de la NOSe), il y a génération de I'O2- et de

H202 au lieu du NO. La NOSe non couplée a son cofacteur, altére le fonctionnement
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endothélial, diminue la biodisponibilité du NO, augmente la production d’O2- et la formation
des peroxynitrites (ONOO-), la clé médiatrice de la peroxydation des lipides et de la
formation des cellules spumeuses au niveau des lésions athérosclérotiques lors des
hyperglycémies (64). L’augmentation de la production du tNgbservée dans notre étude
stimule I'activité de 'ADMA (65) : un important mécanisme par lequel I'obésité altere la
biologie du NO et induit une altération de I'endothélium vasculaire (66). Cet aspect sera
repris lors de la discussion de l'effet de I'exercice sur la fonction endothéliale chez les

femmes obeses.

L’'obésité constitue un facteur de risque trés important aussi bien pour le systeme
cardiovasculaire que pour les maladies métaboliques. Il a été prouvé que I'obésité altére la
fonction endothéliale, ce qui constitue un facteur abaissant la perfusion des organes (8). La
baisse de l'activité et de I'expression de la NO synthase ainsi que la production des anions
superoxyde explique cette altération en particulier lorsqu’elle est associée a la production
d'un inhibiteur de la NOS. En effet, les inhibiteurs endogénes de la NO synthase, en
particulier la dimethylarginine assymétrique (ADMA) régule la production du NO. Deux
enzymes métabolisent TADMA, les dimethylaminohydrolase (DDAH) qui ont un réle clé
dans les niveaux de NO (67). Ces anomalies sont aggravées par I'augmentation des facteurs
vasoconstricteurs comme I'endothéline 1 et I'exagération de la stimulation sympathique.
Toute cette mosaique physiopathologique conduit aux anomalies vasculaires responsables de

plusieurs atteintes organiques.

Notre étude suggére fortement une nette amélioration de la fonction endothéliale ainsi qu’'une

amélioration du profil pro-inflammatoire, aprés le programme de réhabilitation basé sur
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I'exercice musculaire individualisé. L'amélioration de la fonction endothéliale chez les
femmes obeéses peut étre expliguée par plusieurs modifications de la boucle
physiopathologique. En effet, I'exercice a lui seul réduit la résistance a l'insuline dans le
diabéte et dans le syndrome métabolique, mais aussi module les concentrations
d’adiponectine et de ghréline, ce qui améliore directement la fonction endothéliale (68). D’'un
autre c6té, notre étude démontre que I'exercice musculaire permet un effet bénéfique sur le
systeme vasculaire. Ces effets sont directs et indirects. L'exercice améliore directement la
structure et la fonction vasculaire puisqu’il garantit I'intégrité de la fonction endothéliale,
diminue le stress oxydant et constitue un promoteur du développement vasculaire au sein des
muscles en activité. Les effets indirects de I'exercice ciblent la réduction des facteurs de
risques vasculaires, notamment I'hypercholestérolémie, I'hypertension artérielle ainsi que le
diabéte et la résistance a l'insuline (69). Les études expérimentales avaient démontré une
augmentation de la vasodilatation endothélium dépendante provoquée par I'acétylcholine sur
des modeles animaux (22). Dans le méme cadre, I'entrainement physique augmente la
vasodilatation endothélium dépendant au niveau de I'avant-bras chez des hypertendus ainsi
gue chez des sujets sains. L'exercice modéré mais non intense ou léger représente une
stratégie préventive des complications cardiovasculaires et permet d’améliorer la fonction
endothélialechez les sujets sains et hypertendus. Pour les sujets obeses, ayant une forte
prévalence de co-morbidité, les programmes d’exercice musculaire pourraient étre construits
d’'une maniere individualisée qui refletent une activité quotidienne modérée. L'exercice peut
agir aussi sur les cellules en provenance de la moelle osseuse. En effet, les progéniteurs

(endothelial progenitor cells EPCs) augmentent par I'exercice musculaire et ce parametre peut
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influencer largement I'amélioration de la fonction endothéliale chez les femmes obeses apres
deux mois d’entrainement (70), ce qui est cohérent avec nos résultats. Un autre résultat publié
dans la littérature corrobore I'effet bénéfique de I'exercice par la baisse de I'nsulinorésistance
chez I'enfant et chez I'adulte obeses (17, 25, 71). Par ailleurs, La présence d’'une baisse de
'hyperhémie réactive dans le syndrome meétabolique impligue aussi une dysrégulation
parasympatique. L’'exercice est connu pour ameéliorer I'état du systeme parasympathique et
par conséquent, nos résultats suggerent qu'une partie de I'amélioration de la fonction
endothéliale peut bien étre expliguée par ce mécanisme (72). Il a aussi été montré que
'obésité est associée a une augmentation des résistances artériolaires dont le mécanisme est
I'altération de la fonction endothéliale dans un contexte d’inflammation systémique (73). Il a
été aussi prouvé récemment que les programmes d’exercices dans le cadre extrascolaire
constituent une stratégie préventive pour améliorer la fonction endothéliale et la santé
cardiovasculaire chez des enfants obéeses. Ces résultats peuvent aussi constituer en soi un
modele thérapeutique expliquant les réponses prometteuses observés chez les femmes obéses

entrainées dans cette étude.

Notre étude valorise encore plus I'exercice musculaire individualisé comme outil

incontournable dans la lutte contre les facteurs de risques vasculaires chez I'obése (74).

5. CONCLUSION

Apres la discussion des résultats, nous pouvons conclure que notre hypothese est vérifiée et
gue I'entrainement physique individualisé améliore significativement la fonction endothéliale

et réduit I'agression engendrée par les biomarqueurs de l'inflammation chez les femmes
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obeses. L'exercice musculaire exerce un effet bénéfique sur le systéme vasculaire. Ces effets
sont directs et indirects. Il améliore directement la structure et la fonction vasculaire puisqu’il
garantit I'intégrité de la fonction endothéliale, diminue I'inflammation systémique et constitue
un promoteur du développement vasculaire au sein des muscles en activité. Les effets
indirects de I'exercice touchent la réduction des facteurs de risques vasculaires, notamment

I'hypercholestérolémie, I'hypertension artérielle ainsi que le diabéte.
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Discussion Générale et Conclusion

Depuis la nuit des temps, I'hnomme a certes utilisé, entre autres son cerveau mais aussi
l'adivité physique (AP) pour exister, continuer a exister et permettre a notre espece de se
développer. Sans le savoir, en ces temps reculés, par l'activité physique, il prévenait ou traitait
d'éventuels dysfonctionnements de I'endothélium (DE) artériel lies aux pathologies
cardiovasculaires. En effet, on sait, actuellement, que I'exercice physique est bénéfique pour
la santé et particulierement pour le systéme cardiovasculaire. Parmi les tissus impactés,
I'endothélium vasculaire a la capacité d'étre modifié par une activité physique adaptée. Cette
modification est particulierement bénéfique, entre autres, sur la vasodilatation endothélium
dépendante (VED) via le NO/EDRF. Ce bénéfice est double : a titre préventif d'une part mais
d’autre part lorsqu'une dysfonction endothéliale est installée dans certaines pathologies ou
pour certains facteurs de risques cardiovasculaires (diabéte, sédentarité, surpoids, obésite,

tabagisme,...).

De nos jours, apres une évolution scientifique et technique exponentielle, l'augmentation

inquiétante de la sédentarité conduit a l'effet inverse: la VED est, au contraire, altérée.

bY

A cela s'ajoutent des pratiqgues alimentaires a risques également pour la physiologie

cardiovasculaire et conduisant aussi a altérer la fonction endothéliale.

Des campagnes dinformations émanant du Programme National Nutrition Santé -PNNS-
(2001) ont tenté d'encourager des habitudes alimentaires plus saines et la pratique d'une AP
adaptée, mais il faut encore accentuer ces campagnes pour mieux sensibiliser encore nos

concitoyens (ex. wwww.mangerbouger.com). Développer les recherches sur ces thématiques
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est essentiel et permettra d'amplifier I'argumentation et donc le pouvoir de persuasion du
PNNS. Nous espérons, par nos travaux sur le versant AP, participer a la valorisation des
connaissances scientifiques. Certes I'AP a une fonction préventive vis-a-vis de la DE mais, de
plus, de nombreuses démarches thérapeutiques associent maintenant I'AP au traitement
médicamenteux dans le traitement curatif de nombreuses maladies cardiovasculaires (HTA,
IC, hypercholestérolémie, diabete, ...) permettent aussi d'atténuer la VED liée a ces
pathologies. Cependant, les paramétres de I'AP (endurance, résistance, fréquence, intensité)
sont encore a préciser tant pour la prévention de la DE que pour la restaurer en curatif vis-a-
vis de différentes pathologies et facteurs de risques cardiovasculaires. Ainsi, nos travaux ont

eu pour objectifs:

1- de déterminer, par une approche expérimentale, les effets d’'un entrainement intense sur
les mécanismes responsables de la vasodilatation endothélium dépendante induite par
I'Ach et par un ADP stable ('adenosine-5-O-2-thiodiphosphateff/Pvia le NO
chezdes rats rendus diabétiques (type 1). Cette étude est réalisée sur l'aorte thoracique
isolée de rats.

2- D’explorer, par une approche clinique, I'effet de I'entrainement chez des sujets jeunes
(comparés a des sujets sédentaires) sur la régulation de la vasomotricité par
I'endothélium avant et aprés un exercice aigu.

3- Dranalyser les effets d'un entrainement individualisé de deux mois chez des femmes
obeses comparativement a des témoins, sur la fonction endothéliale et sur les

biomarqueurs de l'inflammation.
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- Notre premiére étude chez le rat diabétique type 1, montre que le diabéte diminue les
vasodilatations endothélium dépendantes (VED) induites par [I'ACh et f3DP
respetivement de 35% et 26%. Dans cette population, la VDE induite par &R@Bnstitue

une inbrmation originale. Nous observons qu'un entrainement intense en endurance n'induit
pas d'effets bénéfiques sur la VED de l'aorte dans le groupe contrble et ne peut pas diminuer
la dysfonction endothéliale induite par le diabéte de type 1. Par ailleurs, dans tous les groupes,
il nNa pas été observé que le L-NAME réduit fortement les VED induites par I'ACh et
I'ADPBS démontrant qu'elles sont mediées par la voie du NO.

Dans notre modeéle de rat diabétique, la concentration élevée du glucose sanguin
comparativement a des animaux sains, confirme ['absence de sécrétion d'insuline
consécutivement au traitement a la STZ. Notre programme d'entrainement conduit a diminuer
la glycémie qui fut plus basse dans le groupe des rats diabétiques entrainés comparativement
aux diabétiques sédentaires. De plus, la diminution drastique du poids du corps confirme I'état
diabétique. L'entrainement des rats diabétiques de type 1 conduit & un gain de poids dd a une
augmentation de la masse musculaire, mais cette augmentation ne permet pas de ramener le
poids a celui d'un animal sain. Ces observations sont en accord avec les données de la
littérature relative aux variations de poids du corps chez des animaux diabétiques de typel
(DeSouza et coll, 2000). L'augmentation de l'activité citrate synthase démontre I'efficacité de
notre programme d'entrainement. Ce programme d'entrainement induit une plus grande
augmentation de l'activité citrate synthase chez les rats diabétiques type 1 que chez les rats

controles.
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Nous observons, dans cette premiére étude que la vasoconstriction induite par la
phényléphrine est augmentée chez des rats diabétiques traités a la STZ dans le cadre d'une
courbe dose-réponse. Ce résultat est en accord avec les données de la littérature (Martinez-
Nieves et coll, 1999). Le mécanisme de cette potentialisation des contractions induites par la
phényléphrine passerait par une augmentation de la sensibilité des récepteurs alpha-

adrénergiques a cet agoniste (idem).

Le fait qu'il y a décroissance de la VED induite par 'ACh et I'BBRst la preuve de
I'existence d'une dysfonction endothéliale chez les rats rendus diabétiques de type | par la
STZ : En effet, le diabéte est connu comme inducteur d'une réduction de la VED induite par
ACh (Tremblay et coll, 1994). Les récepteurs meédiant cette VED sont de type
muscariniques (M1-M3) pour ceux a I'ACh et purinergiques pour I'ADP (et PSPHs sont
appelésP2Y. Nous formulons I'hypothese que leur modification et/ou celle des signaux
intracellulaires que leur stimulation engendre pourrait étre entre autres, une des causes de la
réduction de I'EDV chez ces rats diabétiques. Par ailleurs, il a été montré qupS,Abd
desrécepteurs purinergiques P2Y, induit la sécrétion d'insuline par les cellules beta des ilots
de Langerhans pancréatiques et la vasodilatation du lit vasculaire pancréatique (Hillaire-Buys
et coll, 2003). De ce fait, il est important, pour une bonne régulation de la glycémie, que la
sécrétion d'insuline soit accompagnée par une vasodilatation. Cette vasodilatation favorise les
effets de l'insuline et permet de répondre aux besoins métaboliques et énergétiques des tissus
et organes de l'organisme. En conséquence, nous pouvons proposer que, d'un point de vue
physiopathologique, la dysfonction endothéliale du lit vasculaire pancréatique, donc une

moindre vasodilatation peut, a elle seule, indépendamment de la diminution de sécrétion

171

Zguira, Mohamed Sami. Vasomotricité Endothélium-Dépendante et Activité physique :
Approches expérimentales chez le rat diabétique et cliniques chez des sujets sains, sédentaires, en surpoids ou obéses - 2014



Discussion générale et conclusion

d'insuline, perturber la régulation de la glycémie. Il apparait, dans nos expériences, que la
réduction de I'EDV fut plus élevée chez les rats diabétiques quand elle est induite par I'ACh
gue par I'ADBS. Les VED induites par 'ACh comme par I'AE3 sont médiées par la
libéraion de NO/EDRF par les cellules endothéliales de l'intima puis, consécutivement, la
stimulation de la Guanylate cyclase d'ou production de GMPc puis relaxation des cellules
musculaires lisses de la media. La diminution de la biodisponibilité du NO/EDRF serait
probablement une des causes de cette altération de la vasodilatation. Signalons que, chez les
rats diabétiques la diminution de I'VED induite par I'AI3Pa été décrite dans articles
antéreurs (Csanyl et coll, 2007). Il est souvent décrit que les nucléotides tels que I'ADP,
présents dans le milieu extracellulaire, contribuent a la régulation locale du diamétre des

vaisseaux et jouent un réle clé dans certains processus pathophysiologiques.

Concernant I'ADP et son interaction avec les récepteurs P2Y1 endothéliaux chez des rats
diabétiques de type 1 (obtenus apres injection de STZ), il a réecemment été propose que la voie
de la NOSynthase pourrait étre réduite apres interaction de I'ADP avec ses récepteurs P2Y1
(Ishida et coll, 2013). En fait, toute perturbation de la signalisation via les récepteurs P2
stimulés par I'ADBS au niveau de I'endothélium du lit vasculaire panqéataussi bien

gu'au niveau des cellules beta, peut conduire a la fois a une dysfonction endothéliale et une
dysfonction de la régulation de la glycémie. Ainsi apparait une nouvelle voie de recherche
visant a rectifier ces dysfonctionnements ciblant le systeme de signalisation médiée par des
récepteurs purinergiques P2Y présents au niveau des cellules endothéliales et des cellules
beta. Par ailleurs, 'ADP aussi bien que I'ATP, 'AMP et I'adénosine) peuvent hyperpolariser la

membrane cytoplasmique des cellules endothéliales alors que I'ATP et I'ADP dépolarisent la
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membrane des cellules musculaires lisses vasculaires (Chen et coll, 1991). Comme signalé
plus haut, par interaction avec les récepteurs purinergiques P2Y1 endothéliaux, 'ADP ou
I'ADPBS pourraient stimuler la production d'EDHF par I'endotiméli Puis, dans un second
temps, 'EDHF induit I'hyperpolarisation de la membrane du muscle lisse vasculaire via une
ouverture des canaux potassiques et la vasodilatation apparait (Bajpeyi et coll, 2012). D'autre
part, 'ADP (TADRBS en expérimental) est trés impliqué dans le processuegdiation de la
glycémie. Cest ainsi qu'Hillaire-Buys et coll (2003) indiquent que I'BRFen interagissant

avec es récepteurs P2Y serait capable de moduler I'VED dans le lit vasculaire pancréatique.
Ainsi, des agonistes spécifiques des récepteurs P2Y tels quBAD#uisent les sécrétions

de NOEDRF et d'EDHF par les cellules endothéliales.

Nos résultats démontrent que la voie du NO/EDRF est impliguée dans le mécanisme
moléculaire des VED induites par I'ACh et 'AB®, comme décrit dans d'autres études
(Séres et coll, 2006 ; Hulens et coll, 1999). Nous observons que la voie NO/EDRF fut
impliquée dans les VED induites par ACh et AI3Pdans la méme proportion chez les rats
contrOks et les rats rendus diabétiques par STZ. Les parties des EDV induites par ACh et
ADPBS qui ne sont pas inhibées par le L-NAME (inhibiteur @léNOSynthase) pourraient

étre médiées par PGI2 et EDHF, il serait intéressant d'explorer les conséquences d'un
entrainement chez des rats normaux et diabétiques vis a vis de l'implication de PGI2 et

EDHF.

Tout en vérifiant, par le Nitroprussiate (donneur de NO agissant directement sur le muscle

lisse vasculaire) que les capacités de relaxation du muscle lisse sont intactes, nous montrons

également, dans cette étude, que l'exercice intense en endurance n'est pas capable de
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potentialiser et/ou rétablir les EDV induites par L'ACh d'une part et I[f&dPautre part chez

les rats contrbles et chez les rats diabétiques type 1 (induction par STZ). Ce phénomene
pourrait étre expliqué par une production excessive de ROS induit par un shear stress (forces
de cisaillement) important, lui-méme conséquence de l'exercice intense que suivent nos
groupes d'animaux. Certes, de fait, le principal stimulus de la voie de la NOsynthase est le
shear stress induit par I'exercice physique (Correia et coll, 2004). En effet, le shear stress
stimule des capteurs membranaires présents sur la surface luminale de l'intima et ceci a pour
conséquence d'induire une vasodilatation via le NO/EDRF. En conséquence, VED pourrait
étre plus importante lorsqu'un exercice est pratiqué. Par contre, des exercices intenses sont
bien connus pour étre inducteurs de stress oxydant et donc producteurs de ROS (Féve et coll,
2007). Ainsi, des études antérieures, réalisées sur l'aorte thoracique isolée du rat dans des
conditions hypoxiques (en présence de molécules interagissant avec les systéemes de
production des radicaux libres oxygénés) ont montré que des ROS (anion superoxyde,
hydroxyle,...) modifient |'état vasomoteur des anneaux d'aorte isolée (Saiag et coll, 1999). Le
« piégeage » du NO/EDRF par l'anion superoxyde associé a une production d'especes
réagissant avec l'oxygene (ROS) peut supporter cette hypothése. De plus, I'obtention d'une
correcte VED requiert que le couplage entre les récepteurs et la NOS ainsi que le couplage
de la NOS avec le cofacteur BH4 soient optimum. L'inefficacité du programme
d'entrainement physique de nos rats diabétiques (type 1) a réduire la dysfonction endothéliale
(ou rehausser VED) pourrait étre expliquée par le fait que I'exercice intense favorise le stress
oxydant et conduit a découpler NOSe du cofacteur BH4 (Ben Ounis et coll 2010 ; Lazzer et

coll, 2005). De méme I'hypothese Akt peut étre proposeée. En effet, lorsqu'ily a une DE, il a
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été observé une baisse de la régulation du couplage NOSe/Akt inducteur de la production de
NO/EDRF par I'endothélium. En plus de la production d'anion super oxyde, de ROS et d'une
baisse de la régulation du systeme eNO/Akt, peuvent étre invoquées les productions d'acide

lactique et autres molécules lorsque le shear stress est tres élevé.

Nous déduisons que notre protocole d'entrainement en endurance fut appliqué a une trés
grande intensité a notre population de rats diabétiques de type 1, et contrbles, alors qu'une
intensité plus modérée a des effets bénéfiques (potentialisateurs) de la VED (Brandou et coll
2003). Notre programme d'entrainement s'est donc révelé trop intense et, en conséquence,
inadapté a réduire la dysfonction endothéliale, vis-a-vis de la VED, chez des rats diabétiques

de type 1.

Pour expliquer la réduction des VED chez les diabétiques (mais aussi dans d'autres
pathologies), il pourrait étre intéressant de poursuivre des investigations particuliérement vis-
a-vis du métabolisme du NO et de ses interactions avec des molécules impliquées dans le
stress oxydant (anion super oxyde, anion hydroxyle, superoxide dismutase, catalase,...)
comme démontré sur aorte thoracique de rat en survie dans des conditions hypoxiques
(Zachweija et coll, 1996). Rappelons que cette implication d'un stress oxydant augmentant
graduellement lors d'un exercice d'intensité croissante est décrite dans la littérature, alors
gu'au repos le niveau de stress oxydatif est trés bas. Il serait également intéressant, tant chez
les diabétigues que dans d'autres pathologies ou d'autres conditions de déterminer si le

couplage eNOS/BH4 ou Akt/eNOS ou d'autres systemes sont déficients.
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Notre deuxieme étudeest une étude clinique par LDF Laser Doppler Flowmetry) et
démontre que la réponse FSBF (Forearm Skin Blood Flow) la VED induite par l'injection
iontophorétique d'ACh fut significativement augmentée chez des jeunes hommes
comparativement aux contrbles aprés un exercice isolé aigu. Nous pouvons alors proposetr,
par ce premier résultat, que l'entrainement de ces jeunes volontaires sains potentialise

significativement la VED visualisée par la réponse FSBF.

Les caractéristiqgues physiques et cliniques indiquent que, dans le groupe des « entrainés »
(T), la masse corporelle est inférieure a celle des sédentaires. Cette différence est due a
I'entrainement régulier; en effet, I'entrainement physique diminue la masse grasse (Conti et
Macchi, 2013). Comme on pouvait s’y attendre, une augmentation significative VQ@ic

et unebaisse significative du rythme cardiaque (HR) au repos, ces résultats sont en accord
avec la littérature (Goto et coll, 2003; Heylen et coll, 2005). Donc, les maladies
cardiovasculaires des adultes sont établies dans I'enfance et accélérées par des conditions
morbides telles que la sédentarité, une alimentation non équilibrée, l'obésité et la fumée de

tabac.

Pour cette étude, nous avons utilisé la technigue de mesure du flux sanguin par Laser
Doppler (LDF) qui permet d'évaluer la qualité du fonctionnement de I'endothélium. Cette
approche méthodologique permet de détecter des augmentations de flux qui peuvent
permettre de prévenir des complications cardiovasculaires chez des sujets a risque. Ainsi, des
méthodes physio-pharmacologiques consistant a évaluer la vasodilation endothélium
(in)dépendante en terme de flux par LDF couplé a la technique iontophorése (Serne et coll,
2002; Miaadi-Messaoud et coll, 2010) ont récemment été utilisées pour mesurer des
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augmentations significatives et transitoires du flux sanguin au niveau de la microcirculation
cutanée en réponse a une infusion de substances vasoactives telle que I'ACh. Cette méthode
technique d'investigation non invasive (utilisée en exploration clinique humaine) a été utilisée
sur des sujets sains aussi bien que chez des personnes atteintes d'une pathologie affectant la
régulation de la vasomotricité endothélium dépendante (Rakobowchuk et coll 2005; Morris et
coll 1995). Dans une premiére investigation, nous avons réalisé des courbes dose-réponse

obtenues par iontophorese d'ACh.

- Lorsque l'iontophorese d'ACh sous LDF est faite aex@trcice:

bY

L'état vasomoteur fut évalué en comparant les changements en FSBF a l'application
cumulative de différentes concentrations d'ACh (agoniste vasodilatateur endothélium-
dépendant). Depuis les expériences originales de Furchgott and Zwadezki en 1980,
découvrant que les relaxations d'anneaux vasculaires induites par I'ACh et I'ADP-ATP ne
peuvent se faire que si I'endothélium est présent et intact, beaucoup d'auteurs ont précisé les
mécanismes sur vaisseaux isolés ou par LDF (Moncada et coll, 1993 ; VanHoutte et coll,
2003 ; Saiag et coll, 1996 ; Zguira et Al 2013). Il est existe plusieurs mécanismes conduisant
a la vasodilatation, ceux via des substances d'origine sanguine, ceux via des substances

d'origine endothéliale et ceux via des terminaisons nerveuses.

Nos expériences montrent une augmentation du FSBF dans les groupes sédentaires et
entrainés aprés une iontophorése a I'ACh au repos. En fait, il est bien connu que I'ACh
interagit avec des récepteurs muscariniques endothéliaux et cause la libération de NO a partir

de I'endothélium. Le NO, un gaz qui diffuse dans la media et induit la relaxation des cellules
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musculaires lisses. Le mécanisme via des fibres nerveuses est appelée « réflexe d'axone » et
induit la vasodilatation. Il est d( a I'action de 'ACh sur des fibres C-nociceptives. L'ACh va
sensibiliser les fibres C-nociceptives et provoquer une augmentation de la libération de
Substance P et de Calcitonine Gene Related Peptide (CGRP). La Substance P va stimuler la
libération d'histamine par les mastocytes d'ou indirectement une relaxation du MLV et
augmentation de la perméabilité vasculaire. CGRP induit directement une vasodilatation

(Brain et coll, 2004). Ainsi, ce premier résultat de notre étude est en accord avec la littérature.

» Lorsque l'iontophorése d'ACh sous LDF est faite apuéssimple exercice aigu:
Les données obtenues a partir de la comparaison des groupes démontrent que la réponse
FSBF a la VED induite par I'ACh est significativement augmentée chez les sujets jeunes
entrainés comparés aux sujets sédentaires apres un simple exercice aigu. Ce résultat est en
accord avec d'autres études qui montraient les effets bénéfiques de I'entrainement sur la VED
(Higashi et coll, 1999; Goto et coll, 2003). Nos résultats sont originaux parce qu'ils

constituent la premiére étude relative a de jeunes sujets (15+1an).

L'importance du shear stress comme stimulus mécanique de la libération de NO endothélial
et, a suivre de vasodilatation a largement été démontré (Hambrecht et colll, 1998) et nos

travaux concernent aussi ce mécanisme.

Ainsi, le fait qu'il n'y a aucune différence entre pressions systolique et diastolique et pic du
rythme cardiague ne signifie pas que la durée de soumission au shear stress soit la méme
chez les sédentaires et les entrainés quandmeXest atteint. En effet, les sujets entrainés

(T) mettent plus de temps que les sujets sédentaires (S) pour atteindre jewaxV®ar
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conséguent, les vaisseaux résistants sont soumis pendant plus longtemps au shear stress chez

les sujets entrainés (T).

En conséquence, l'effet de la VED induit par le shear stress est plus important chez les sujets
entrainés. Il est maintenant bien admis que l'exercice procure des effets bénéfiques sur les
vaisseaux et ainsi contribuer a diminuer les effets des facteurs de risque cardiovasculaire
(Johnson et coll, 2012). Bien qu'il y a un grand nombres d'évidences qui conduisent a dire que
I'exercice a des effets bénéfiques sur le fonctionnement de I'endothélium, il est en effet bien

connu que l'entrainement physique induit une augmentation du flux sanguin, ce qui cause une

vasodilatation endothélium dépendante(Pyke et coll, 2005).

De fait, beaucoup d'études montrent que l'exercice physique améliore la fonction endothéliale
via une meilleure libération et/ou biodisponibilité du NO/EDRF, une diminution du stress
oxydant, une augmentation de la libération de cellules endothéliales circulante
(angiogéniques) (Jenkins et coll 2009). Laufs et coll (2004) ont montré, parmi d'autres, que
I'exercice physique améliore la fonction endothéliale via une augmentation de la libération de
NO par les cellules endothéliales associée a une stimulation de la NOSe. Ainsi, ils notent que

la sédentarité cause une dysfonction endothéliale associée a une réduction de I'activité eNOS.

Notre troisieme étude s'intéresse a évaluer, chez des femmes obéses vs un groupe témoin, les
effets d'un programme de réhabilitation par un entrainement physique individualisé sur la
VDE via le NO. Parallelement les capacités aérobies et les concentrations de biomarqueurs de

l'inflammation sont enregistrées.
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Pour l'aspect méthodologique, I'entrainement (vélo, 2mois, 1H, 3 fois/semaine) utilisé est a
50% de la puissance maximale aérobie pour plusieurs raisons: meilleure prise en charge des
sujets, effet d'émulation dont chacun peut bénéficier, efficacité chez les sujets atteints de
certaines maladies respiratoires chroniques, plus adaptée a des enfants obeses, meilleure

oxydation des lipides.

L'utilisation d'un test de marche de six minutes comme épreuve de terrain avant et apres la
période de deux mois d'entrainement est largement validée. Ce test nous a permis d'utiliser
les valeurs de références et les équations correspondantes adaptées a la femme tunisienne. Ces
eéguations permettent le calcul de la distance de marche de six minutes (DM6) a titre prédictif
pendant un test standardisé. En effet, la DM6 traduit la capacité aérobie et est fonction de
I'IMC et I'age: plus la masse corporelle baisse, plus la capacité aérobie augmente. La encore,
nous avons mesure, pour évaluer la VDE-NO, I'némodynamique de la microcirculation

cutanée par la technique du Laser Doppler associée a l'infusion iontophorétique d'ACh.

Notre étude permet une baisse significative de la masse grasse et de I'IMC. Cette baisse est
plus importante dans le groupe des femmes obéses. L'augmentation de la dépense énergétique
dans les conditions aérobiques que nous avons utilisées, permet une plus grande contribution
des lipides a la fourniture d'énergie pendant I'exercice et donc augmente le taux maximal
d'oxydation des lipides (LIPOXmax). Ainsi, la réduction de la masse corporelle, de I'MC et

de la masse grasse est significativement plus élevée chez les obeses, en accord avec d'autres
études. L'utilisation d'un exercice modéré produit une augmentation de I'oxydation lipidique

et s'explique par une économie des stocks de glycogéne ainsi que par une capacité d'oxydation
plus importante aprés la période d'entrainement. De plus, I'exercice en endurance modérée
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augmente I'expression et I'activation de la lipase hormono sensible (HSL) et donc la lipolyse
du tissu adipeux. Enfin, 'augmentation de I'oxydation des lipides améliore la sensibilité des

récepteurs a l'insuline, ce qui favorise un meilleur fonctionnement de I'endothélium.

De fait, il est connu que I'obésité induit une réduction importante de la VDE-NO chez la
femme. La VDE est significativement réduite chez les femmes obéses et amene a concevoir

une relation entre I'obésité et la dysfonction endothéliale.

Ce dysfonctionnement peut étre expliqué par:

* Les Peptides « adipocines »tels que la leptine, la résistine, l@|giE-I'IL6 dont les
valeurs étaient significativement plus élevées par rapport aux femmes témoins. Un exces de
masse grasse induit une réaction inflammatoire chronique par la libération anormale
d’adipokines. Il existe aussi une activatides voies de signalisation pro inflammatoires a
I'origine des complications cardiovasculaires. En effet, la leptine induit un stress oxydatif
avec la production des radicaux libres. Cette hormone stimule la sécrétion des cytokines pro
inflammatoires (TNElpha et IL6) a l'origine de I'hypertension artériellé¢ @égrade la
fonction endothéliale (Chu et coll, 2003; Bullo et coll, 2003), ce qui expligue que nos
femmes obéses ont des taux élevés de TNF alpha et d’IL6. Le pidFoque une insulino-

résitgance et altére le fonctionnement de I'endothélium vasculaire.

* SO: le stress oxydant est a l'origine d'une dysfonction endothéliale chez les sujets
obeses et hypercholestéroléemiques (Yukihito et coll, 2001 ; Nakao et coll, 2000 ; Jang et coll,
2001). Ainsi, les radicaux libres dérivés de I'oxygéne (ROS) agissent sur I'endothélium mais

aussi stimule la croissance des cellules musculaires lisses de la média et la croissance des
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fibroblastes La NAD/NADPH oxydase est une source vasculaire importante de ROS
(Griendling et coll, 2003) et est corrélé a des facteurs de risques tels que I'athérosclérose et la
dysfonction endothéliale (Cai et coll, 2003). Par ailleurs, I'élévation des taux des acides gras
saturés augmente le SO via la NADPH oxydase. Le SO induit également une dysrégulation
de la production des adipokines, laquelle est améliorée par la réduction pondérale et I'activité
physique (ce point étant démontré dans notre étude). Enfin le SO piége le NO pendant sa
libération endothéliale et réduit ainsi ses effets (entre autres, réduction de la vasodilatation).
Enfin, comme décrit plus haut, la dysfonction endothéliale peut étre expliquée aussi par le
découplage NOSe/Akt et le Découplage eNOS/BH4. Ceci conduit & une production d'anions
super oxyde puis de peroxynitrites (ONOO-) impliqués dans la formation des cellules

spumeuses, des plaques d'athérome lors des hyperglycémies (Cosentino et coll, 1997).

Notre étude suggere fortement une nette amélioration de la fonction endothéliale ainsi qu'une
améelioration du profil pro-inflammatoire, aprés le programme de réhabilitation basé sur
I'exercice musculaire individualisé. L'amélioration de la fonction endothéliale chez les

femmes obeéses peut étre expliguée par plusieurs modifications de la boucle
physiopathologique. En effet, I'exercice a lui seul réduit la résistance a l'insuline dans le
diabéte et dans le syndrome métabolique, mais aussi module les concentrations
d’adiponectine et de ghréline ce qui améliore directement la fonction endothéliale (Maggio et
coll, 2012). Les effets de l'exercice en endurance sont directs et indirects. L’exercice
ameliore directement la structure et la fonction vasculaire puisqu’il garantit I'intégrité de la

fonction endothéliale, diminue le stress oxydant et constitue un promoteur du développement
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vasculaire au sein des muscles en activité. Les effets indirects de I'exercice cible la réduction
des facteurs de risques vasculaires, notamment I'hypercholestérolémie, I'hypertension
artérielle ainsi que le diabete et la résistance a l'insuline (Conti et coll, 2013). Les études
expérimentales avaient démontré une augmentation de la vasodilatation endothélium
dépendant provoquée par I'acétylcholine sur des modeles animaux (Furchgott et Zawadski
1980). Dans le méme cadre, L’entrainement physique augmente la vasodilatation endothélium

dépendant au niveau de I'avant-bras chez des hypertendus ainsi que chez des sujets sains.

L’exercice peut agir aussi sur les cellules en provenance de la moelle osseuse, en effet, les
progéniteurs (endothelial progenitor cells EPCs) augmentent par I'exercice musculaire et ce
parametre peut influencer largement I'amélioration de la fonction endothéliale chez les
femmes obeses aprés deux mois d’entrainement (Koutroumpi et coll, 2012) ce qui est
cohérent avec nos résultats. Un autre résultat publié dans la littérature corrobore ['effet
bénéfique de I'exercice par la baisse de I'nsulinorésistance chez I'enfant et chez l'adulte

obéses (Ben Ounis et coll, 2010, 2011 ; Constantin-Teodosiu et coll, 2013).

Pour conclure: La premiére étude montre que l'exercice intense ne peut pas « réhabiliter » le
dysfonctionnement endothélial. Comme ceci a été évalué en étudiant les VEDs induites par
I'ACh d'une part et 'TADPS d'autre part. Ainsi, ces VED faibles ne sont pas rékasschez

des rats diabétiques typel aprés huit semaines d'un entrainement intense. Ces travaux
amenent a recommander plutdt une activité physique modérée, en endurance pour espérer
améliorer une fonction endothéliale altérée. Il est par ailleurs nécessaire de poursuivre |'étude
des mécanismes moléculaires impliqués dans la dysfonction endothéliale régulatrice de la
vasomotricité. De ce fait, dans une deuxiéme étude clinique chez de jeunes hommes,
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volontaires sains, nous observons qu'un entrainement « libre » et donc pas trop intense est
bénéfique vis-a-vis de la fonction endothéliale. Les données sur la VED microvasculaire
cutanée montrent que l'entrainement physique de jeunes sujets potentialise les effets
vasodilatateurs de I'ACh apres un exercice aigu comparativement a des sujets sédentaires.
L'entrainement de jeunes hommes en bonne santé, influence significativement VED par une
augmentation de la réponse du FSBF liée au shear stress et au NO/EDRF. Il sera nécessaire
de poursuivre ces travaux, pour mieux comprendre les mécanismes conduisant a une
potentialisation de la VED chez des sujets entrainés soumis a un exercice aigu. La Troisieme
étude démontre que l'entrainement physique modéré individualisé améliore significativement
la fonction endothéliale régulatrice de la vasodilatation et réduit I'agression engendrée par les
biomarqueurs de l'inflammation chez les femmes obéses. Les effets de ce type d'exercice
individualisé sont donc a la fois directs et indirects: amélioration directe de la structure et du
fonctionnement de la paroi vasculaire garantissant notamment la fonction endothéliale
régulatrice de la vasodilatation ; diminution directe de l'inflammation ; indirectement
réduction des conséquences des facteurs de risques tels que [I'hypercholestérolémie,
I'hypertension artérielle et le diabete. Il ressort de I'ensemble de nos travaux qu'il faut
continuer a mieux cerner les conditions de potentialisation de la VED tant expérimentalement
chez l'animal qu'en recherche clinique, non seulement pour mieux préciser les conditions
d'AP les plus bénéfiques pour la fonction endothéliale tant en préventif qu'en curatif, mais
aussi , afin de plus approfondir les processus moléculaires conduisant a ces effets bénéfiques.
Ainsi, en termes de santé publique, de tels travaux pourraient avoir une utilité certaine. Enfin,

comprendre les mécanismes d'action moléculaires d'une activité physique bénéfique pourrait
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permettre d'obtenir les mémes bénéfices chez des sujets ne pouvant pratiquer le sport en
utilisant les molécules induisant ces mécanismes (avec pour risque d'encourager la

sédentarité) !
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Fiche technique n°1:
Identification de la population détude

Modeéle animal : Rat
Souche : Wistar

Sexe : male
Age : 9 semainegaudébutdel’étude)

Provenance : élevage« Janvier» (Le GenesSaintlsle, 53 940France)

Hébergement : animalerie
- UMR 6061- Géretiqueet DéveloppemenfCNRS/ Universitéde Rennesl)
- validéeparlessavicesvétérinairesiépartementaux
- avecunrythmenuit-jour autoprogrammeée 12 heures

- températurentie 20et22°C

Alimentation :
- croquettesproduites et commercialiséespar "HERSTELLER"
("special dietservice")
- eaudurobinet
- alimentationet hydraationlibres

Répartition des animaux dans les différents groupes d'étude :
- répartitionaléatoireen 3 groupes
0 diabétiquegSTZ)
o diabétiquegraitésal’insuline (STZIns)

0 nondiabétiquegC)
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Fiche technique n°2:
Induction du diabete

Le modele animal de diabete est induit
Chimiguement par injection dgreptozotocine(STZ).

Action de cette substancechimique : action
diabétogéne en détruisant de maniére sélective les

cellulesp des ilots de Langerhans du pancréas.

Induction du diabétepar la STZ chezlerat :

- modéle élaboré par Portha en 1974

- développement d’un syndrdome clinique
caractérisé par une hyperglycémie, une
diurése osmotique excessive et une perte de
poids, similaire au diabéte humain

- développement de complications
microvasculaires chroniques (nephropathie,
neuropathie périphérique et autonome)
comme observeées chez les patients

diabétiques.

L'induction du diabéte est réalisée gection

intrapéritonéale de STZ diluée avec du tampon

citrate.

Les rats contrblesrecoiventune injection de tamponcitrate seul.

préparation de I'acide citrique :

Poids moléculaire (PM) = 192.12
Pour obtenir 50 mL d’acide citrique a
[100 mM] : peser0,96g et ajouterde
'eau Ultrapure (UpH20] jusqu’a 50
mL
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Fiche technique n°3 :
Vérification du diabéte

L'action de la STZ sur les cellules B des ilots de
Langerhansdu pancréasest accompagnéear des
altérations  caractéristiques des concentrations

sanguines d'insuline et de glucose.

L’injection de STZ conduit finalement a une

hyperglycémie chronique et a une diminution de la

concentratiorsangliineeninsuline.

Confirmation du diabéte : Glucometre
- 72heuresapreqd’injectiondeSTZ
- [glucosefanguinemesuréeau niveaude la queue ‘.._%E_r
> 250mg.dL" &l’aide d’un glucométre : _g
- détectiordecorpscétoniqueparle glucométre T “’
ou pardeshandelettesrinaires if @ .':'."1;':

- pertedepoids

Bandelettesirinaires

R éférences matériels :

GlucométreMediSenseOptium
BandeletteaurinairesKeto-Diastix® -

BayerDiagnost
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Fiche technique n°4 :
Protocole d'entrainement physique

Organisation :

Protocole :
En accordavecla littérature,'entrainementconsisteen

une

Familiarisatiordesanimauxdurantunesemainex
'animalerie puis placementaléatoire dans les
groupessédentairest ertrainés
Entrainemensurtapis roulant

Réalisationde toutesles sessionsi’entrainement
aumémemomentdelajournée le matin

Début du protocoled’entrainementne semaine
jour pour jour apréslinjection de STZ aux rats

desgroupediabétiques

course continue d’intensité et de durée

progressive divisée en 3 périodes(Broderick et coll.

2005). Son intensité (durée et vitesse) est augmentée

progressivementa perte du tapisrestanfiixe surtoutela

duréedu protocoled’entrainement.

8 semainedd’entrainementa raisonde 5 jours
parsemaine

pertede10°

1°%° période: 2 semainesavecpour objectif final
10mina20m/min

2*™période: 3 senaines— 40 min 222 m/min

3F™période: 3 senaines— 60 min &25m/min

Entrainementlesrats surtapis

Roulant
Comptetendu de séance mhague rat:

Date

Duréedela course
Vitesseet pentedu tapis
Poids

Appréciationssurla qualitédela séance
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Fiche technique n°5:
Suivi des animaux au cours de I'étude
Sacrifice

Contréle du poids :
- Pésée sur une balance classique de tous les

animaux le matin avant la séance d’entrainement
des anmnaux des groupes entrainés.

But :

- Controler régulierement I'état physique des
animaux et leur tolérance a I'entrainement

- Comparer I'évolution des masses corporelles des
rats sédentaires et entrainés, et des rats
diabétiques et non diabétiques.

- Contréler I'état du diabéte chez les animaux
diabétiques.

Sacrifice :

- Anesthésie réalisée 24h apres la derniére session
d’entrainement pour les animaux entrainés

- Anesthésie par injection intrapéritonéale de
pentobarbital sodium (50 mg/kg)

- Disposition particuliére pour I'étude de la fonction contractile du myocarde par la technique
du coeur isolé-perfusé : au moment de I'anesthésie, injection intrapéritonéale d’héparine (500
U/kg) afin de rendre le sang incoagulable

Références médicaments :
Pentobarbital Sodique : Ceva Santé Animale Héparine Choay 1F1 5mL
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Fiche technique n°6:
Mesure de I'activité de la citrate synthase

La mesure de lactivité de laitrate - Prélever le surnageant et réaliser des
synthase (CS)enzyme du cycle de Krebs,  aliquots

permet de vérifier et dattester de - Stocker les aliquots a -80°C

I'efficacité du programme d’entrainement  Composition du tampon

sur le potentiel aérobie. d’homogénéisation pH 7,5 :

Au moment des prélevements, soit 24h - Solution 1 :

apres la derniere session d’entrainement, (Na2HPO4 0,1 M, EDTA 2 mM)

les gastrocnémiens, muscles squelettiques _ NA2HPO4 14,2 g

de la patte postérieure sont prélevés, EDTA _0,744g

congelés dans de lazote liquide puis _ QSP H20 1L

stockeés a -80°C. - Solution 2 :
Protocole de mesure: (NaH2PO4, H20 0,1 M, EDTA 2 mM)
- Homogénéiser, a lI'aide du polytron, les _ NAH2PO4,H20 2,76 ¢

échantillons tissulaires (environ 200 mg) _ EDTA _ 0,1488g

dans le tampon d’homogénéisation (TH) _ QSP H20 _ 200 mL

(dilution au 1/10), contenant un cocktail -Tampon d’homogénéisation :
d’antiprotéases. _ Solution 1

L’'opération se réalise dans un tube a _ QSP solution 2, pH 7,5

hémolyse, en 20 secondes a 30 000 tr/min.  Références produits : EDTA : VWR 33
- Sonifier 'lhomogénat 60 sec a 50 Hz 600.267. Na2HPO04 : Sigma S 0876

- Centrifuger ’'homogénat 13 min a 1 500 NaH2PO4, H20: Sigma S 9638

G, 4°C Cocktail d’antiprotéases : Roche
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Fiche technique n°7

Préparation du réactif de Krebs

Le réactif de Krebs est un réactif physiologique
utilisé pour préserver les propriétés et I'intégrité
fonctionnelle de la paroi vasculaire lors des
manipulations de vaisseaux isolés en cuve.

Ce milieu contient tous les éléments nécessaires

a la survie des vaisseaux ex vivo.

Ce réactif qui constitue le milieu de survie est une
solution ionique de Krebs-Henseleit modifiée et
tamponnée par du bicarbonate (pour la stabilité de I
préparation). Cette solution de pH 7,4 est équilibrée
avec un meélange d’'oxygéne (95%) et de gaz

carbonique (5%) puis filtrée. La solution de Krebs-

Henseleit doit étre fraichement faite, filtrée, oxygené|

Préparation du réactif de Krebs :

Pour obtenir 5 L de solution de Krebs-
Henseleit pH 7,4 ;
- diluer dans 5L d’H20 distillée :
-34,52¢g de NacCl
-1,75¢g de KCI
-0,55g de MgSO0Oa4
-0,8g de KH2PO4
-10,5g de NaHCO3
-9,9¢g de glucose
-contrbler le pH
-oxygener la solution
-y ajouter 1,11g de CaCl2

-contr6ler le pH

et chauffée a 37°C dans la cuve.

Concentration et réle des molécules composant le réactif de Krebs

Molécules | [C] (mM) | Role

NacCl 118 Role majeur dans I'osmolarité et dans le maintien du potentiel de membrane

KCI 4.7 Permet de maintenir la différence de potentiel de membrane en maintenant la
concentration intracellulaire d’ions K+

CacCl, 1.9 indispensable a la contraction musculaire et cofacteur enzymatique
important

MgSO, 1.2 L'ion Mg2+ est cofacteur enzymatique important

KH,PO, 1.2 Tampon acido-basique

NaHCO; 25 Tampon acido-basique, le pH final est de 7,4

Glucose 11 Source d'énergie
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RESUME

L'activité physique (AP) réguliére se révele essentielle en terme de santé publique et est un déterminant important, impactant I'endothélium,
pour assurer la prévention primaire et secondaire de nombreuses pathologies et facteurs de risques cardiovasculaires (HTA, IC,
hypercholestérolémie, diabéte, sédentarité, obésité, surpoids).Tant chez 'hnomme que chez I'animal, il est couramment accepté que I'AP
modérée permet de restaurer la vasodilatation endothélium dépendante médiée par le NO/EDRF (VED-NO) lorsque celle ci est altérée chez
des sujets diabétiques (1 et 2), obéses, en surpoids ou sédentaires. De nombreuses investigations, tant expérimentales que cliniques restent a
explorer pour évaluer les parametres (fréquence, intensité, durée) de différents types (endurance, résistance) d'exercices se révélant les plus
bénéfiques pour améliorer une VED-NO détériorée dans de nombreuses pathologies et facteurs de risques cardiovasculaires. Dans un
premier temps, par une approche expérimentale, nous avons eu pour objectif de déterminer les effets d'un entrainement intense sur VED-NO.
L'étude a été réalisée avec des aortes isolées de rats diabétiques (typel) sédentaires et entrainés. Dans un second temps, dans une étude
clinique chez des adolescents (14-16 ans), nous avons cherché a savoir si un entrainement préalable modifiait la VED-NO aprés un exercice
isolé aigu. Ce travail a été réalisé au niveau de la microcirculation cutanée de l'avant-bras, par débitmeétrie « Laser Doppler ». Dans un
troisiéme temps, toujours par une étude clinique par débitmétrie « Laser Doppler », nous avons enregistré les effets d'un entrainement
musculaire de deux mois chez des femmes obéses tant au niveau de VED-NO qu'au niveau de biomarqueurs de l'inflammation (TNF alpha,
leptine, Interleukine, visfatine).Nos principaux résultats montrent que: 1) L'inactivité physique et I'état diabétique de type 1 chez le rat
provoquent, sur l'aorte isolée, une augmentation de la vasoconstriction a la Phényléphrine ainsi qu'une réduction importante de la VED -NO -
inhibée par le L-NAME- induite par I'Ach comme par I'AE¥ via des récepteurs muscariniques M1/3 et purinergiques P2Y, 2) L'AP

intense (sur tapis roulant, 60min/j, 25m/min, 5j/semaine,8semaines) chez le rat diabétique est inefficace a rétablir une VED-NO, 3)
L'entrainement préalable de jeunes hommes (15+ ou — lans) permet, suite a un exercice isolé et aigu, d'améliorer la VED-NO induite par
une iontophorése d'ACh au niveau de la microcirculation cutanée de l'avant-bras (flux sanguin mesuré par Laser-Doppler), 4) .L'AP
(bicyclette ergométrique 1h, intensité a 50% de la FC max, 3j/semaine, 2 mois) chez des femmes obéses -IMC=38.5-, comparativement a des
sujets témoins, restaure la VED-NO induite par une iontophorése d'ACh au niveau de la microcirculation cutanée, 5) De plus, dans cette
derniére étude, les capacités aérobies sont améliorées et apparait une réduction importante des biomarqueurs de linflammation. En
conclusion, nos travaux montrent qu'il y a encore beaucoup d'investigations a mener pour comprendre les mécanismes moléculaires
conduisant a une réhabilitation de la fonction endothéliale préalablement altérée et qu'il faut continuer & préciser, pour chaque type de
pathologie cardiovasculaire, les paramétres d'AP (intensité, durée, fréquence) les plus adaptés pour rétablir la VED-NO chez I'animal
comme chez 'homme.

Mots clés:Activité physique, endothélium, vasodilatation, NO/EDRF, diabéte, sédentarité, obésité

ABSTRACT

Regular physical activity appears to be essential in terms of public health. It is an important determinant, concerning the endothelium, for
primary and secondary prevention of many diseases and cardiovascular risk factors (Hypertension, heart failure, hypercholesterolemia,
diabetes, sedentarity,obesity, overweight).Both in man and in animals, it is well know that moderate physical activity can restore
endothelium-dependent vasodilatation mediated by NO/EDRF (EDV-NO) when it was altered in diabetics (type 1 and 2), obese, overweight,
sedentary. Many investigations, both experimental and clinical remain to be explored to evaluate parameters (frequency, intensity, duration)
of different types of exercise (endurance, resistance) being the most beneficial for improving EDV-NO deteriorated in many diseases and
cardiovascular risk factors. In a first time, by an experimental approach, we aimed to determine the effects of intense training on EDV-NO.
The study was performed with isolated aortas of sedentary and trained diabetics rats (type 1). In a second time, in a clinical study in young
men (14-16 years), we investigated whether prior training modifies EDV-NO after an acute isolated exercise. This work was performed in
the cutaneous microcirculation of the forearm by « Laser Doppler » flowmetry. In a third time, in a clinical study by « Laser-
Doppler »flowmetry, we recorded the effects of two months resistance training in obese women both in EDV-NO and on inflammatory
biomarkers ( TNF alpha, leptin, interleukin, visfatin). Our main results show that: 1) physical inactivity and type 1 diabetic state in rats cause
on the isolated aorta, increased vasoconstriction induced by phenylephrine and a significant reduction in EDV-NO(inhibited by L-NAME)
induced by Ach as ADFS via M1/3 muscarinic and P2Y purinergic receptors. 2) Intense training (treadmill, 60min/day, 25m/min,
5d/week, , 8 weeks) in diabetic rats is ineffective in restoring EDV-NO. 3) Prior training of young men, allows, after an isolated acute
exercise, to improve EDV-NO induced by ACh iontophoresis in the cutaneous microcirculation of the forearm. 4) Physical activity
(treadmill, walking 1 h, intensity 50% Heart Rate max, 3d/week, 2 months) in obese women (BMI=38.5) compared to control subjects,
restores EDV-NO induced by Ach iontophoresis in the cutaneous microcirculation of the forearm. 5) In addition, the previous study,
aerobic capacities are improved and appears a significant reduction in inflammatory biomarkers concentration. In conclusion, our researches
show that there is still many studies to understand the molecular mechanisms leading to a restoration of impaired endothelial function. It is
necessary to continue to specify, for each type of cardiovascular disease, the most appropriate parameters of physical activity adapted to
restore EDV-NO in animal and man.

Keywords: Physical activity, endothelium, vasodilatation, NO/EDRF, diabetes, sedentarity, obesity
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