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médullaire cervicale
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Résumé : Un traumatisme de la moelle épiniere est un événement qui laisse la plupart des patients affaiblis
ou paralysés tout au long de leur vie. Lors d’une lésion dans la région haute de la moelle épiniére, I'insuffisance
respiratoire est une complication courante et responsable d'une proportion importante de la morbidité et de
la mortalité des patients blessés médullaires. Les seuls traitements disponibles de cette insuffisance
respiratoire sont la ventilation mécanique et la stimulation du nerf phrénique. Les programmes de
réentrainement a |'effort contribuent a I'amélioration de la forme physique et a la réduction des complications
de santé a long terme des patients blessés médullaire. La possibilité de reproduire la récupération post-
traumatique de la lésion médullaire par une intervention thérapeutique dans les modéles animaux, aide a
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents menant a ces améliorations durables. Ainsi, mes travaux de
thése ont consisté a étudier l'intérét de I'exercice physique avec deux objectifs : 1) utiliser un programme
d'exercice physique modéré apres traumatisme de la moelle épiniere cervicale chez la souris pour déterminer
son effet au niveau de la récupération fonctionnelle respiratoire et motrice ; et, 2) investiguer I'impact de
I'exercice physique intense sur les réponses inflammatoires dans le tissu musculaire et les défenses
antiinfectieuses respiratoires chez la souris saine. Dans la premiere partie de ces travaux de thése a consisté
faire une étude sur le réle d'un programme d’entrainement physique de faible intensité de 6 semaines dans
la physiopathologie de la Iésion médullaire haute chez la souris. Pour cela, nous développons un modele
d'hémisection spinale cervicale entrainant une insuffisance motrice et respiratoire chez la souris dans le but
d'étudier les mécanismes impliqués dans la restauration aprés lésion. Nos données montrent que
I'entrainement physique de faible intensité pourrait étre une bonne stratégie non invasive afin de maintenir
la plasticité des muscles locomoteurs et respiratoires aprés une lésion de la moelle épiniere cervicale.
Cependant, 6 semaines d'exercice de faible intensité n‘améliorent pas I'activité électromyographique du
diaphragme affecté et n'aboutissent pas a la récupération fonctionnelle respiratoire. Nous avons émis
I'nypothése de I'implication de la voie du facteur de transcription Nrf2. Des données disponibles dans la
littérature montrent que le Nrf2 participe a la récupération motrice dans des modéles de contusion chez le
rat blessé médullaire. En revanche, I'effet de Nrf2 dans des modéles d’hémisection au niveau cervicale n'avait
pas encore été investigué. Nos résultats préliminaires montrent une tendance a une récupération minimale
de la capacité des courses méme a 51 jours apres lésion dans le groupe Nrf2 KO sédentaires. Apreés 6 semaines
d'entrainement, la capacité de course était plus élevée dans les groupes entrainés y compris dans le groupe
entrainé Nrf2 KO. La récupération de l'activité éléctromyographique diaphragmatique chez la souris Nrf2 KO
sédentaire se montre limitée en comparaison avec les souris sauvages sédentaires. En contrepartie, dans le
groupe Nrf2 KO soumis a 6 semaines d'exercice physique modérée, nous observons une tendance d'une
meilleure récupération fonctionnelle respiratoire. Dans la deuxiéme partie de ces travaux de thése, nous avons
pu établir un protocole d'exercice suffisamment stressant au niveau de la capacité physique pour engendrer
une altération de la réponse bactéricide des macrophages alvéolaires. D'autres expériences sont nécessaires
pour déterminer a quels temps I'inflammation induite par ce protocole d'exercice pourrait s'installer dans les
muscles squelettiques. L'ensemble de nos résultats suggere que l'utilisation de I'exercice physique est une
bonne stratégie pour investiguer les mécanismes d'adaptation au stress dans des situations physiologiques
et pathologiques.
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Abstract: Cervical spinal cord injury results in permanent life-altering motor and respiratory deficits. Other
than mechanical ventilation for respiratory insufficiency secondary to cervical SCI, effective treatments are
lacking and the development of animal models to explore new therapeutic strategies are needed. The
stimulation of fore/hindlimb muscles by rehabilitation exercise is used as a strategy to enhance stepping ability
and respiratory recovery post cervical spinal cord injury in both animal models and clinical studies. Thus, my
thesis work consisted in studying the interest of physical exercise with two objectives: 1) to use a low-intensity
physical exercise program after cervical spinal cord injury in mice to determine its effect on the respiratory and
motor functional recovery. In the first part of this thesis, the aim was investigating the impact of cervical spinal
cord injury on locomotor/respiratory plasticity and recovery followed by 6 weeks in mouse model. We
developed a model of cervical spinal hemisection leading to motor and respiratory deficit in mice. Our data
show that low-intensity physical training may be a good non-invasive strategy to maintain plasticity of
locomotor and respiratory muscles after cervical spinal cord injury. However, 6 weeks of low-intensity exercise
does not improve electromyographic activity of the affected diaphragm and does not result in respiratory
functional recovery. In addition, we hypothesized the involvement of the Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2). Data available in the literature show that Nrf2 participates in motor recovery in models of
contusion in rats. In contrast, the effect of Nrf2 in models of cervical hemisection had not yet been investigated.
Our preliminary results show a tendency for minimal recovery of running ability even at 51 days post injury in
the sedentary Nrf2 KO group. Six weeks of training, recovery running capacity in the trained groups including
the Nrf2 KO trained group. The recovery of electromyography diaphragmatic activity in sedentary Nrf2 KO
mice appears to be limited in comparison with sedentary no injured mice. This preliminary result suggest that
Nrf2 plays a possible role in respiratory recovery following cervical spinal cord injury. On the other hand, in
trained Nrf2 KO group, 6 weeks of low-intensity physical exercise appear enhance respiratory functional
recovery. This shows us that despite the ablation of Nrf2, aerobic exercise may contribute, by other ways, to
functional respiratory recovery. In the second part of this thesis work, we were able to establish an exercise
protocol that was stressful enough in terms of physical capacity to cause an alteration in the bactericidal
response of alveolar macrophages. More experiments are needed to determine what times the inflammation
induced by this exercise protocol might take hold in the skeletal muscles. All of our findings suggest that the
use of physical exercise is a good strategy to investigate the mechanism of stress adaptation in physiological
and pathological situations.
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ABREVIATIONS

BBB score : Basso, Beattie, Bresnahan score
Bcl-2 : lymphome a cellules B

BTRC : protéine B-TrCP

bZIP : domaine basique de la leucine zipper

Cat : catalase

CFU : comptage des unités formant des colonies
CK : créatine kinase

CNC : cap’n’collar

CO2 : dioxyde de carbone

COX-2 : cyclooxygénase-2

CSPG : protéoglycanes de sulfate de chondroitine
eNOS : oxyde nitrique synthase endothéliale
GFAP : fibrillaire gliale protéine acide

GPx : glutathion peroxidase

GR : glutathion réductase

HO-1 : Héme oxygénase 1

IL : interleukines

IxBa : sous-unité inhibitrice

Keapl : Kelch-like ECH-associated protein 1
LBA : lavage broncho-alvéolaire

LPS : lipopolysaccharides

MAF : musculoaponeurotic fibrosarcoma
MMP-9 : métalloprotéinase matricielle-9
NADPH : adénine dinucléotide la phosphate oxydase
Neh : Nrf2-ECH homology

NF : Nuclear factor-kappa B

NK : cellules natural killer

NO : oxyde nitrique

NQOL1 : NAD (P) H déshydrogenase [quinone] 1
Nrf2 : Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
02 : oxygéne

Pi : phosphate inorganique

P13k : phosphoinositide 3-kinase

PLC : phospholipase C

RNS : especes réactives de l'azote

ROS : especes réactives de I'oxygene

S.aureus : Staphylococcus aureus

SNC : systeme nerveux central

STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3
TLRA4 : récepteur 4 de type Toll

TNF-a : facteur de nécrose tumorale alpha



VCAM : molécule d'adhésion des cellules vasculaires
VEGEF : facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
VST : tractus vestibulospinal
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PREAMBULE

L’exercice physique est devenu un outil clé pour étudier in vivo les mécanismes
neuronaux entrainant des améliorations motrices suite a une lésion médullaire.

Un traumatisme de la moelle épiniéere est un événement qui laisse la plupart des patients
affaiblis ou paralysés tout au long de leur vie en raison de la capacité limitée du systéeme
nerveux central a guérir et du nombre restreint d'options thérapeutiques actuellement
disponibles. Lors d’une 1ésion dans la région haute de la moelle épiniére, I'insuffisance
respiratoire est une complication courante (1, 2) et responsable d’une proportion
importante de la morbidité et de la mortalité des patients blesses méedullaires (3). Les
seuls traitements disponibles de cette insuffisance respiratoire sont la ventilation
mécanique et la stimulation du nerf phrénique (3). Aprés lésion médullaire, le
réentrainement a 1’effort permet d’activer les circuits neuronaux de maniére localisée
(muscles striés squelettiques des membres) ou plus générale (muscles des membres et
muscles respiratoires). Le réentrainement physique renforce les muscles utilisés,
stimule la rétroaction afférente et stimule la plasticité neuronale (4, 5). Les programmes
de réentrainement a 1’effort contribuent a I’amélioration de la forme physique et a la
réduction des complications de santé a long terme des patients blessés médullaire. La
possibilité de reproduire la récupération post-traumatique de la Iésion médullaire par
une intervention thérapeutique dans les modeéles animaux, aide a mieux comprendre
les mécanismes sous-jacents menant a ces améliorations durables. Une des stratégies
est I’activation du facteur de transcription Nrf2. Considéré comme un grand protecteur
de multiples organes, cette protéine est considérée comme neuroprotectrice dans
plusieurs maladies neurodégenératives comme la maladie d'Alzheimer et la maladie de
Parkinson et lors des lésions médullaires.

Dans un autre contexte, I'adoption d'un régime d'exercice est souvent une stratégie
précoce pour inverser ou prévenir la progression des maladies. Les effets bénéfiques
de I'exercice sont le résultat de sa capacité a induire des modifications du métabolisme,
du tonus cardiovasculaire et de la fonction pulmonaire. Cependant, un exercice excessif
qui épuise la réserve adaptative du corps, ou la capacité a répondre positivement a un
stimulus d'entrainement, peut étre dommageable. Ainsi, des études ont démontré qu’il
est tres important de prendre en compte la charge de I’exercice (durée, intensité et
fréquence) pour obtenir des béneéfices sur la santé. L’exercice physique a trés haute
intensité pourrait affaiblir le systtme immunitaire (7). L’immunosurveillance est une
réponse qui participe a 1’adaptation induite par exercice physique. Plusieurs données
suggerent que la pratique de 1’exercice physique de charge modérée pourrait protéger
un individu contre les infections des voies respiratoires hautes, tandis qu'un exercice
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prolongé de haute intensité augmenterait le nombre d'épisodes infectieux (6). Le
mécanisme immunologique a I'origine de la sensibilite accrue aux infections des voies
respiratoires supérieures apres un exercice physique intense est mal connu (7). Dans ce
contexte, il serait intéressant de tester 1’effet de plusieurs types d’exercice de haute
intensité sur I’inflammation et les défenses immunitaires chez la souris

Au sein du laboratoire ou j’ai effectué¢ mon travail doctoral, nous développons des
stratégies pour le traitement de I’insuffisance respiratoire consécutive a une lésion
médullaire. Nous étudions également le réle de I’inflammation, du stress oxydant (e.g.,
recrutement des macrophages et activation de la microglie) a des fins thérapeutiques.
Durant mes 3 ans de travail de thése, j’ai ainsi étudié I’intérét de I’exercice physique
avec deux objectifs : 1) utiliser un programme d’exercice physique aprés un
traumatisme de la moelle épiniére cervicale chez la souris pour déterminer son effet au
niveau de la récupération fonctionnelle respiratoire et motrice; et 2) investiguer
I’impact de I’exercice physique exagéré sur les réponses inflammatoires dans le tissu
musculaire et les défenses anti-infectieuses respiratoires chez la souris saine.
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_A-
Etude de I’intérét de I’exercice physique dans la

récupération fonctionnelle locomotrice et respiratoire
chez la souris blessée medullaire haute
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1 GENERALITES

1.1  Lésion medullaire
Un traumatisme de la moelle épiniere est un événement qui laisse la plupart des
patients affaiblis ou paralysés tout au long de leur vie en raison de la capacité limitée
du systéme nerveux central a guérir et du nombre restreint d'options thérapeutiques

disponibles jusqu'a aujourd'hui.

1.2 Anatomie de la moelle épiniére

La moelle épiniére constitue la région la plus caudale de la structure du systeme
nerveux central. Chez I'adulte, sa longueur peut varier entre 43 et 45 cm segmentée en
parties : cervicale (8 segments), thoracique (12 segments), lombaire (5 segments),
sacrée (5 segments) et coccygienne (1 segment) (8). Certaines variations existent entre
souches et / ou especes. Chez la souris, il existe généralement 7 segments cervicaux,
13 segments thoraciques, 6 segments lombaires et 4 segments sacrés ainsi qu’une
longue série de segments plus caudaux correspondant a la queue (9).

Chez toutes les espéces, chaque segment vertébral est associé a une paire de nerfs
(et de racines) situés bilatéralement. Chaque paire de nerfs est fonctionnellement
divisée en deux : une partie dorsale constituée de fibres sensorielles pénétrant dans la
moelle épiniere par une racine dorsale bilatérale, et une partie ventrale, constituée de
fibres motrices émergeant de la moelle épiniére bilatéralement (8). Plusieurs couches
de tissus protecteurs appelés méninges entourent la moelle épiniére : la dure-mere,

I'arachnoide et la pie-mere. La moelle épiniere est organisée en matiere blanche et grise
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(Figure 1). Le rdle principal de la matiere blanche est essentiellement de veéhiculer des
informations entre neurones (corps cellulaires dans la matiére grise) de la moelle
épiniere ou du cerveau (10, 11). Elle est composée de cellules gliales (des
oligodendrocytes formant des feuilles de myéline) ainsi que des faisceaux de fibres
nerveuses (axones myélinisés) formant plusieurs voies (12). La matiére grise, plus
centralement située dans la moelle épiniere, se caractérise par sa forme de papillon, qui
contient des astrocytes et des oligodendrocytes, des synapses, des capillaires, et les
cellules non myélinisées (corps cellulaires et dendrites) ainsi que des noyaux
parasympathiques et des arcs réflexes (8).

Les voies ascendantes fournissent des signaux sensoriels associés avec le sens de la
douleur, de la température, du toucher, de la pression, de la proprioception, et les
vibrations a différentes structures cérébrales (par exemple thalamus, cervelet), alors
que les voies descendantes transportent des informations motrices du cerveau vers la
moelle épiniere. La voie réticulospinale envoie des projections a tous les niveaux de la
moelle épiniere pour le contrdle autonome des fonctions cardiovasculaires et
respiratoires, la locomotion, I’éjaculation, la miction et la défécation. De plus, la moelle
épinic¢re dispose d’un systéme qui participe au contrdle des muscles du cou et de la
position de la téte. Ce systeme nommé le tractus vestibulospinal medial est I'un des
tractus rachidiens descendant du funicule ventromédial de la moelle épiniére. Il ne se
trouve que dans la colonne cervicale et au-dessus. La partie médiale du tractus
vestibulospinal est la partie la plus petite et principalement constituée de fibres du
noyau vestibulaire médial. Ce noyau se projette bilatéralement le long de la moelle
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épiniere et déclenche dans la corne ventrale des circuits cervicaux spinaux, en
contrélant notamment les motoneurones inférieurs associés au nerf spinal accessoire
(CN XI) (9). Ce dernier innerve le muscle sterno-cléido-mastoidien et le faisceau

supérieur du muscle trapéze.

1.3 Incidences des lésions médullaires
En 2016, les lésions de la moelle épiniére ont une incidence de 130 cas par million
de personnes et par an dans le monde (13). En outre, 50% des cas sont le plus souvent
causes par des accidents de la voie publigue (14). Les résultats cliniques dépendent de
la gravité et de I'emplacement de la Iésion qui peuvent inclure une perte partielle ou
compléte de la fonction sensorielle et / ou motrice en dessous du niveau de blessure.

Figure 1: lllustration simplifié d 'une section transversale de la moelle épiniere et ses
connexions avec le muscle squelettique d’aprés Johnson et collaborateurs (10).
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Les lésions thoraciques inférieures peuvent provoquer une paraplégie tandis que les
Iésions au niveau cervical sont associées a la quadriplégie (15). En ce qui concerne le
niveau de la 1ésion médullaire, I’endroit le plus communément affecté est la région
cervicale, plus particulierement au niveau du segment métamérique C5 (16). Les
patients atteints d’une lésion médullaire, survivent souvent a ces blessures
traumatiques pendant plusieurs décennies (17). Les patients qui ont besoin d'un fauteuil
roulant pour les activités quotidiennes ont environ 75% d'espérance de vie normale,
tandis que les patients qui n‘ont pas besoin de fauteuil roulant et de cathétérisme vésical
peuvent avoir une espérance de vie plus élevée, jusqu'a 90% d'un individu normal (18).
Cependant, I'espérance de vie des personnes atteintes de lésion médullaire dépend
fortement du niveau de la blessure et des fonctions preservées (18). D’aprés une méta-
analyse réalisée par Kang et ses collaborateurs (en 2018), il a été observé que le codt
de la vie d'un patient atteint d’une 1ésion médullaire au Canada est de 3,03 millions de

dollars (19).

1.4 Comorbidités
Chez les patients blessés médullaires, la prévalence des comorbidités est plus
élevée que dans la population génerale. Selon une revue bibliographique de Hamid et
ses collaborateurs, il a été constaté que I'hypertension artérielle touchait 49% des
patients atteints contre 26% dans la population génerale, que I'hypercholestérolémie
touchait 47% des patients atteints contre 30%, et que le diabete de type 2 touchait 19%
des patients atteints contre 7% dans la population (14). En outre, les individus avec une

Iésion médullaire ont généralement un pourcentage de graisse corporelle plus élevé
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(20). L’admission aux urgences liée a une cause infectieuse est également trés
fréquente chez les patients blessés medullaires, et responsable d’une mortalité

importante (16).

1.5 Physiopathologie de la lésion médullaire

L'impact de la blessure dépend du type de traumatisme initial et de la condition
sous-jacente de la moelle épiniére. La différence entre compression et contusion réside
dans le taux de déformation (21). Dans la contusion de la moelle, la force de
compression conduit a une perturbation des axones et a des dommages au hiveau des
corps cellulaires des neurones, des cellules myélinisantes et de I'endothélium
vasculaire. Une défaillance mécanique de la structure de la colonne vertébrale osseuse
et ligamentaire peut entrainer une déformation physique de la substance du cordon

(contusion) et / ou par lacération / compression directe par des fragments d'os (22).

1.5.1 Meécanismes physiopathologiques d 'une lésion médullaire

Les lésions de la moelle épiniere peuvent étre secondaires a une compression, une
contusion, une lacération ou lésion vasculaire (23). Sur la base des résultats
macroscopiques de tissu post-mortem humain (Figure 2), les blessures peuvent étre
classees en quatre groupes: (a) une lésion du cordon solide, type le moins courant, qui
est associée a I'apparence normale du cordon apres une blessure; (b) la contusion, type
le plus courant, qui est associée a des sections d’hémorragie et a une nécrose ou

cavitation en expansion, mais sans perturbation de la surface du cordon; (c) la
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lacération, ou se trouve une perturbation nette de I'anatomie de la surface; et (d) une
compression massive, ou le cordon est macéreé a des degres divers (24).
En dehors des cellules gliales, il y a trés peu de tissu conjonctif dans la moelle

épiniére par rapport aux nerfs périphériques, qui sont beaucoup plus résistants. La

Lacération

2mm

Figure 2 : Section transversal de la moelle épiniére de différents type de trauma d’apreés
Norenberg et collaborateurs (24)

structure principalement lipidique de la moelle épiniere explique en partie sa
vulnérabilité aux blessures. Aprés le trauma, un déficit neurologique maximal est
observé immédiatement aprés une lésion médullaire car la transmission axonale est
perturbée ou blogquée par des lésions cellulaires neuronales brusques, des lésions
endothéliales et des vaisseaux sanguins, une hémorragie et des changements massifs

du potentiel membranaire et des concentrations ioniques (22).
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1.5.2 Réponse inflammatoire dans la lésion médullaire

Contrairement a d’autres tissus, la moelle épiniere n'est pas exposée a
I'inflammation. Les cellules endothéliales forment normalement une barriére qui exclut
les composants sanguins du systéeme nerveux central (SNC) (21). Cette barriere
hématoencéphalique est caractérisée par des jonctions serrées entre les cellules
endothéliales et de fortes interactions entre les processus environnants des astrocytes
et de la lame basale. Ainsi, les macrophages, les lymphocytes sont rarement observés
dans la moelle épiniere normale et la microglie intrinséque est au repos, en d’autres
mots, ces cellules sont quiescentes (21, 25). Cependant, lors d’un trauma de la moelle
épiniére, les dommages endothéliaux sont les principaux événements qui déclenchent
la cascade d'inflammation médullaire (Figure 3). Des lacunes mécaniques entre les
cellules endothéliales se développent dans les 1 a 5 minutes suivant la blessure,
entrainant des dommages de la membrane basale, une extravasation des globules
rouges, une agrégation plaquettaire et un dép6t de fibrine. Les agrégats plaquettaires
obstruent les vaisseaux conduisant a une ischémie. Les lacunes endothéliales favorisent
l'afflux de liquide et de protéines, provoquant ainsi un cedéme (21, 25, 26). Ces
événements favorisent ’activation de la microglie et l'infiltration par des leucocytes.
Les lamelles basales sont encore dégradées en raison de Il'expression endothéliale
accrue de la molécule d'adhésion des cellules vasculaires (VCAM) (27, 28). Ces
événements aggravent encore la perte d'intégrité endothéliale, augmentant la
perméabilité vasculaire et I'afflux de leucocytes. Les cytokines proéminentes présentes
aprés le trauma médullaire comprennent IL-1, IL-6, TNF-a et TGF-1. L'expression
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précoce du TNF-a et de I'IL-1 par la microglie améliore le recrutement de cellules
inflammatoires sur le site de la leésion tandis qu'IL-1p est régulée a la hausse dans
I'neure suivant la blessure et peut persister au moins sept jours (29). Les cellules
inflammatoires qui répondent a cette situation sont la microglie, les neutrophiles, les
macrophages et les lymphocytes. Les neutrophiles pénetrent dans la moelle épiniere
endommagée immeédiatement aprés une blessure. La microglie, les neutrophiles, les
macrophages offrent donc, une immunité innée et les lymphocytes une immunité

adaptative (22).
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Figure 3 : Processus moléculaire apreés lésion médullaire au cours du temps d’aprés Rust et
Kaiser (29)

Une lésion médullaire, par exemple de type contusion, conduit a une mort a
grande échelle des cellules neuronales et gliales sur le site de la blessure, un
cisaillement des axones ascendants et descendants, et des dommages du systéeme

vasculaire. L hémorragie causée induite par le trauma conduit a la libération de facteurs
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contribuant a la réponse immunitaire et aux réponses de la glie résidente (30, 31). En
dehors de la microglie qui s'accumule autour du site de la lésion et qui sécrete des
cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, les astrocytes proliferent également
et deviennent « réactifs ». Ainsi, ils s’hypertrophient et régulent 1’expression de la
protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), sécrétent des cytokines, des chimiokines, des
facteurs de croissance, et surexpriment des chondroitines sulfate protéoglycanes
(CSPG). Ces dernieres vont contribuer a la formation de cicatrice gliale, agissant
comme une barriere contre les nouveaux axones en croissance dans le site de la lésion.
Cela expliquerait pourquoi la moelle épiniere n'a pas d'auto régénération (31). Les

événements de la formation cicatricielle sont détaillés dans la Figure 4 (32).
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4 : Schéma illustrant les événements de formation de cicatrice apres une lésion medullaire
contusive chez la souris d’apres Hackett et Lee (29). (A) Astrocytes (bleu), cellules dendritiques
(rouge) et oligodendrocytes myélinisants (jaunes) dans la substance blanche de la moelle
épiniere indemne. (B) Bien aprés le trauma médullaire, la mort cellulaire se produit dans le site
Iésionnel et les axones sont endommagés. La microglie (non représentée) et les astrocytes
répondent en sécrétant des cytokines et des chimiokines. Les cellules dendritiques réagissent et
proliferent autour du site de la lésion. Les macrophages (en gris) commencent a s'infiltrer au
site de la Iésion et les fibroblastes périvasculaires (verts) commencent a se délaminer des
vaisseaux sanguins. (C) L'inflammation provoque la mort secondaire des oligodendrocytes et
des neurones, conduisant a une accumulation de débris de myéline dans le site de la Iésion. (D)
Le pique de densité des macrophages et des fibroblastes peut durer de 7 jours a 2 semaines
apres post-lésionnel. (E) Formation de la cicatrice fibrotique (constituée de fibroblastes et de
macrophages) et de la cicatrice gliale (constituée des astrocytes réactifs, des cellules
dendritiques et de la microglie.

1.6 Conséquences d’une lésion médullaire haute
Lors d’une lésion dans la région haute de la moelle épiniere, l'insuffisance
respiratoire est une complication courante (1, 2). Cela représente une proportion

importante de la morbidité et de la mortalité (3). Plus le niveau de blessure est élevé,
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plus le degré de dysfonction ventilatoire est prononcé (2). Ces conditions font que les
patients sont : soit placés sous ventilation mécanique, soit stimulés au niveau du nerf
phrénique des muscles respiratoires (diaphragme, intercostaux) pour leur garantir une
ventilation nécessaire a leur survie (3).

Dans cette structure, les motoneurones qui innervent les muscles respiratoires sont
répartis dans toute la moelle épiniére cervicale, thoracique et lombaire (innervant
respectivement le diaphragme, les intercostaux et les abdominaux) (33). Toutefois, une
Iésion dans ces sites peut affecter la fonction respiratoire. Pour les blessures aux
niveaux thoracique et lombaire, les voies motrices contrélant les muscles intercostaux
et abdominaux sont touchées. Cependant, c’est au niveau cervical que les voies
médiées par le systeme moteur phrénique et le diaphragme seront largement impactes
et aboutiront a des déficits de comportements respiratoires (Figure 5) (34, 35). Une
altération du drainage des voies respiratoires (toux, expectoration) peut contribuer a
des infections respiratoires secondaires potentiellement mortelles (36). Les déficits
respiratoires les plus graves surviennent donc a la suite d'une lésion médullaire
cervicale, qui non seulement dénature partiellement ou complétement les circuits
respiratoires aux niveaux rachidiens thoracique et lombaire, mais compromet
directement les circuits moteurs phréniques. Les motoneurones phréniques spinaux
innervent le diaphragme, qui est le muscle inspiratoire principal (37, 38). Ainsi, les
blessures compromettant la fonction motrice phrénique entrainent une paralysie /

parésie du diaphragme et nécessitent généralement une ventilation assistée (39, 40).
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Malgreé ces résultats dévastateurs, des recherches approfondies ont montré un

certain potentiel de plasticité respiratoire et de récupération fonctionnelle spontanée

apres une lésion dans cette région (41). Alors que la quantité de récupération attribuable

a la plasticité est limitée, plusieurs études ont montré que le début et I'étendue de la

plasticité peuvent étre améliorés a I’aide d’interventions thérapeutiques (41, 42).
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Figure 5: lllustration schématique d 'une hémisection de la moelle épiniéere cervicale et son

impact dans [’activité diaphragmatique. Figure adaptée de Lane 2011 et adapté d’apres

Hormigo et ses collaborateurs (42).

1.6.1 Reéorganisation des connexions neuronales post lésion médullaire

Suite a une lésion médullaire, il y a une réorganisation des connexions neuronales

et activation des voies latentes épargnées qui peuvent conduire a une plasticité

fonctionnelle, par exemple, une restauration de I'activité dans les voies endommagées,

une augmentation de l'activité dans les voies épargnées pour compenser les dommages,

ou encore un renforcement synaptique. Une lésion de la moelle épiniere peut entrainer
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une plasticite dans le cerveau, le tronc cerébral, la moelle épiniére, les nerfs
périphériques et les muscles (33, 43-46). En contrepartie les changements
neuroplastiques ne se traduisent pas toujours par des améliorations fonctionnelles et
peuvent méme entrainer des fonctions inadaptées, comme par exemple des douleurs et
de la spasticités (24).

La région la plus commune de lésion médullaire est la partie haute, cervicale. Il
s’agit d’une région ou la formation et la rétention de connexions neuronales sont en
partie pour l'activité respiratoire, I’activité motrice haute et 1’activité sensorielle. Une
activité augmentée et / ou répétitive dans les voies matures renforce les circuits
neuronaux existants (augmentant la croissance synaptique et dendritique), affine et
élague la connectivité non pertinente par la compeétition synaptique, et peut favoriser
le recrutement de neurones supplémentaires dans ces voies tout en préservant la
sélectivité. En conséquence, ces changements neuroplastiques peuvent étre exploités
par un gain thérapeutique. Les traitements congus pour stimuler I'activité neuronale
peuvent contribuer a la formation de nouvelles voies neuronales et a la réparation de
celles qui sont endommagées, entrainant finalement une amélioration de la fonction

apres une lésion de la moelle épiniere (41, 47).

1.6.2 Plasticité post Iésion médullaire

La neuroplasticité peut étre définie comme la capacité du systéme nerveux a
effectuer des changements anatomiques et fonctionnels qui entrainent des altérations
persistantes de la fonction sensori-motrice. Ces changements peuvent étre médiés par

une série de facteurs, tels qu'une expérience (par exemple, 1’apprentissage), une activité
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persistante (par exemple, 1’exercice physique) ou une blessure (48). De plus, cette
plasticité peut survenir « spontanément » (sans interférence extérieure) suite a une
Iésion médullaire traumatique et / ou suite a une intervention thérapeutique (induite par

des influences extérieures) (46).

1.6.3 Plasticité musculaire post-lésion médullaire

Une lésion de la moelle épiniere entraine des déficits neuromoteurs permanents
qui modifient la vie en raison de la capacité de récupération limitée du systeme nerveux
central. Lorsque la blessure est située au niveau cervical, les fonctions sensori-motrices
en dessous du site de la Iésion sont perdues et ’insuffisance respiratoire permanente
est induite (2, 49). Pour 1’étude de cette pathologie, le rat est le modele le plus utilisé
(50) tandis que, le modele de Iésions cervicales chez la souris vient d’étre étudié pour
évaluer la récupération post-traumatique spontanée locomotrice et la récupération des
muscles respiratoires (50-52). En ce sens, les études moléculaires sont importantes
pour améliorer les connaissances sur les meécanismes impliqués dans la lésion
médullaire cervicale. Cependant, le modéle de rat est limité en raison de la faible
disponibilité des spécimens génétiquement modifiés. D’autre part, les souris, avec un
grand nombre de souches génétiqguement modifiées peuvent étre utilisées pour
dechiffrer les interactions moléculaires et cellulaires (53, 54). Caractérisée pour induire
une insuffisance respiratoire, apres lésion dans la région cervicale, la récupération du
diaphragme est assez limitée chez la souris (55-57). Nous avons montré pour la
premiere fois que la récupération du diaphragme reste significativement réduite 30

jours apres une blessure dans le modele souris (58). En fait, le diaphragme est le
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principal muscle responsable de la respiration et participe également a des
comportements non-ventilatoires, tels que la toux ou les éternuements (37, 59, 60). En
outre, les Iésions de de la moelle épini¢re affectent d’autres composants de 1’unité
motrice de diaphragme : principalement au niveau de la jonction neuromusculaire,
mais aussi le type et la taille des fibres musculaires (56). Ainsi, il a été démontré chez
le rat qu’au niveau morphologique, un jour apres la lésion, il y a une réduction de la
section transversale du diaphragme ipsilatéral (c’est-a-dire du coté de la Iésion) de
myofibres du type | et l1a, tandis que les myofibres du type 11b/x sont réduits (pour leur
surface transversale) a 1 et a 7 jours (61). En outre, a 42 jours, la taille des myofibres
de type llb/x est réduite, et I’hypertrophie n’est plus évidente dans les myofibres de
type I ou Il (56). Ces résultats suggerent que les rats blessés medullaire présentent une
grande capacité de remodelage musculaire apres lésion. De plus, I’affaiblissement et la
paralysie des muscles squelettiques, qui sont innerves en dessous du niveau de lésion,
s’accompagne d’un « switch » de myofibres de phénotype oxydatif a un phénotype
fortement glycolytique, et donc fatigable chez les animaux et les humains (61-
63).Autrement dit, la capacité mitochondriale du muscle squelettique est fortement
réduite apres lésion médullaire avec raréfaction capillaire du muscle, (64). Cette
raréfaction altere la capacité a fournir de 1’oxygeéne et des nutriments aux muscles qui

travaillent, contribuant ainsi a la réduction de la résistance a 1’effort et a la fatigue (65).

1.7  Modéles précliniques de Iésion médullaire
Malgre la richesse des données disponibles dans la littérature sur la

physiopathologie de la Iésion médullaire, de nombreuses questions restent encore sans
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réponse. La possibilité de reproduire la récupération post-traumatique de la lésion
médullaire par une intervention thérapeutique, aide a mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents a ces ameliorations. Ainsi, des stratégies utilisant par
exemple, le réentrainement a 1’effort dans des modeéles animaux de lésion médullaire,
peuvent étre utiles pour améliorer les protocoles de réhabilitation chez les patients

blessés médullaire.

1.7.1 Protocoles de réhabilitation utilisés chez des modeles précliniques
de trauma médullaire

De maniere générale, les modeles de rehabilitation des membres postérieurs chez
les rongeurs apres lésion médullaire peuvent étre classés en paradigmes volontaires et
forcés (47). L'entrainement volontaire englobe les environnements enrichis et la course
sur roues, tandis que les options d'entrainement forcé impliquent par exemple la marche
sur un tapis roulant, le vélo ou la natation (Figure 6). L'entrainement sur tapis roulant
avec ou sans assistance de poids corporel est le paradigme de locomotion forcée le plus
couramment utilisé expérimentalement. Les rongeurs montrent une récupération
fonctionnelle accrue avec un entrainement sur tapis roulant apres une lésion médullaire
incompléte (66). Des études ont montré qu’une faible intensité d'entrainement semble
étre plus bénéfique sur tapis roulant en améliorant la commande synaptique excitatrice
des voies de la colonne dorsale et I’activité motrice spontanée (67, 68). Par rapport a
I’activité motrice ou récupération fonctionnelle, ces paramétres sont habituellement
évalués par la méthode de plein champ, nommée score de Basso, Beattie, Bresnahan
(69).
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D'autres stratégies de réadaptation forcée sont moins couramment utilisées. Le
veélo est une méthode forcée mais passive assez rarement utilisée chez les rongeurs.
Dans ce modele de rééducation, les membres postérieurs de 1’animal sont généralement
déplacés par un appareil sur mesure. D'aprés la revue de Loy et Bareyre en 2019,
d’autre types d’interventions comme la nage est limitée aux blessures incomplétes de
la moelle épiniére, et fournit également un support de poids corporel a l'animal,
analogue a I'entrainement sur tapis roulant. Cette approche d'entrainement est plutét
non physiologique et inhabituelle pour les rongeurs et n’induit pas directement la
capacité de progression qui se traduit par de légéres améliorations apres une blessure

lésion médullaire.

* I Lésion thoracique
/)

Paradigmes forcés Paradigmes Volontaires

Tapis roulant Vélo Nage Roue Cage enrichie

Figure 6: Stratégies de rééducation chez le rongeur blessé médullaire divisee en paradigme
forcé et volontaire d’aprés Loy et Bareyre (47)
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1.7.2 Etude de la physiopathologie des traumas médullaires chez des
modeles précliniques

L’utilisation de modéles précliniques a permis de nombreuses avancées dans ce
domaine. Des expériences réalisées chez le chat spinalisé montrent une récupération
de la capacité de marcher avec un entrainement sur tapis roulant (70, 71). De plus,
I'entrainement sur tapis roulant favorise a la récupération locomotrice aprés une lésion
partielle de la moelle épiniére chez le chat (72). Cependant, la plupart des recherches
animales sont réalisées sur des rongeurs, rats ou souris, en raison de leur large
disponibilité et de la possibilité d'interventions génétiques et chirurgicales. Une
publication parue en 2017 a constaté que sur 2228 études utilisant des modeles animaux
(Figure 7), le rat est le modele plus utilisé (72,4%). Ce modele est peu couteux, avec
des infections chirurgicales relativement rares et dispose de techniques d’analyse
fonctionnelle. En ce qui concerne le site Iésionnel le plus étudie, la région vertebrale la
plus couramment étudiée est la région thoracique (81%), suivie par la région cervicale
(12%) (50).

Des modeles de 1ésion médullaire chez la souris sont de plus en plus mis en ceuvre
pour étudier la biologie cellulaire et moléculaire des lésions médullaires. Il est estimé
que 16% des modeles de Iésion médullaire utilisent des souris (50). Les avantages chez
la souris incluent un genome similaire a I'homme, la facilité de manipulation, un taux
de reproduction élevé et de faibles colts d'utilisation. Cependant, la petite taille de
I’animal augmente la difficulté des procédures chirurgicales et d’implantations

d'appareils.
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Cependant, malgré la faible utilisation et la difficulté de ce type d’intervention
chez la souris, j’ai acquis, au sein de mon laboratoire d’accueil, la capacité de
développer un modele de lésion médullaire cervicale haute chez cette espéce. En effet,
nous sommes un des rares laboratoires dans le monde a travailler sur ce type de modéle

préclinique. Par conséquent, il n’y a pas de données disponibles a ce jour qui montrent

Rat : 1599 (72,4 %)
Autres: 43 (1 9 %) : Poisson : 9, Lamproie : 10, Grenouille
:3, Tortue : 1, Le’zan’i :4, Poulet : 2, Furet : 2, Opossum : 3, Chévre :

3, Mouton : 3, Bovin : 2
Cochon d’Inde : 15 (0,2 %)
Primate non human 33 (1,5 %)
Cochon :33 (1,5 %)
Chat : 48 (2,2 %)
Chien : 51 (2,3 %)
Lapin : 53 (2,4 %)

Mouse :
353 (16 %)

Figure 7: Les espéces animales utilisée dans 2209 études la lésions de la moelle
épiniére d’apres Sharif-Alhoseini (54)

le role d’une intervention thérapeutique avec exercice chronique chez la souris. Ainsi,
une etude sur ce sujet est de grande importante, car comme déja mentionné
précédemment, les lésions cervicales peuvent entrainer des troubles respiratoires et
sont associées a un taux de mortalité élevé. De plus, les personnes souffrant d’une
Iésion médullaire peuvent aussi souffrir d’une paralysie spastique caudale au niveau de
la blessure, avec une perte sensorielle, des douleurs chroniques, ainsi que des

dysfonctions gastro-intestinales, cardiovasculaires et sexuelles.
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1.8 Role de I’exercice dans la 1ésion médullaire

Une rupture compléte de la moelle épiniére entraine une perte permanente et
irréversible de toutes les connexions neuronales caudales au niveau de la blessure et la
récupération fonctionnelle est hautement improbable. Cependant, les blessures
incomplétes, par exemple dans laquelle une partie des tissus de la moelle épiniere ont
été épargnés, ont un potentiel de récupération dont I'étendue dépend de I'emplacement
et de I'ampleur des tissus non lésés. Environ 42% de toutes les Iésions de la moelle
épiniere sont considérées comme fonctionnellement completes, le patient se présentant
sans aucune fonction motrice et sensorielle en dessous de la section affectée. D’apreés
une étude de Kakulas et ses collaborateurs (2004), environ 25 a 30% de toutes les
blessures jugées fonctionnellement complétes ont également une certaine etendue de
connexions épargnées qui pourraient potentiellement étre récupérées avec une

intervention adéquate (73).

1.8.1 Bénéfices secondaires de [’exercice post-lésion medullaire

La réadaptation locomotrice est une des interventions les plus bénéfiques pour les
personnes touchées. En revanche, la compréhension des mécanismes neuronaux sous-
jacents entrainant des améliorations motrices induit par 1I’exercice locomoteur ne sont
pas encore totalement comprises (74). De plus, une intervention locomotrice pour re-
entrainer une personne blessée médullaire ne suffit pas pour réaliser les activites de la
vie quotidienne. Par conséquent, le risque de problémes de santé liés a 1’inactivité
physique comme la prise de poids et I’obésité, les dyslipidémies, I’hyperglycémie, les

maladies cardiovasculaires sera toujours présent. Un programme d’exercice est
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nécessaire pour améliorer la forme physique et réduire les complications de santé a
long terme aprés une lésion médullaire. C’est pour cette raison que des
recommandations d’exercice pour améliorer la santé cardiovasculaire, la force,
I'endurance musculaires et la souplesse de ces personnes atteintes de Iésion medullaire
ont été publiées en 2015. Ces recommandations visent a réduire les complications de
santé en évitant une possible ré-hospitalisation des patients blessés méedullaires (75).
L’utilisation d’un programme de réentrainement li¢é avec une autre stratégie
thérapeutique, comme par exemple, la stimulation ¢€pidurale et I’entrainement
locomoteur, peut étre trés efficace. Ce type d’intervention active également les circuits
neuronaux de maniére localisée ou plus générale. Ainsi, la persistance de ce
réentrainement physique renforce les muscles utilisés, stimule la rétroaction afférente

et stimule la plasticité neuronale (4, 5).

1.8.2 L ’exercice physique et récupération fonctionnelle des muscles post
lésion médullaire

La littérature a bien €tabli que I’exercice améliore la récupération fonctionnelle
apres des blessures médullaires chez les rongeurs (41, 76, 77). Récemment, il a été
montré que la stimulation musculaire électrique, qui mime les contractions musculaires
de I’exercice physique, associée a un traitement par la testostérone a entrainé une
hypertrophie des fibres musculaires et des modifications bénéfiques des marqueurs
mitochondriaux et de la fonction motrice chez les personnes atteintes de lésion
médullaire (78). Dans les modéles animaux et dans les études cliniques, la stimulation

des muscles squelettiques par ’exercice lors de la réadaptation est une excellente
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stratégie pour améliorer la capacité de récupération de mouvement des membres, et de
la fonction respiratoire aprés lésion médullaire haute (76, 77, 79). Ces données
renforcent I’hypothése que la stimulation des muscles des membres peut étre utile a la
récupération fonctionnelle respiratoire aprés lésion médullaire. La modulation du
réseau microvasculaire du muscle diaphragmatique par 1’exercice physique apres
Iésion médullaire cervicale est peu connue. Chez la souris, I’effet d’un entrainement
par exercice physique prolongé sur la plasticité locomotrice et des muscles respiratoires

n’a pas encore été évalué apres une lésion médullaire cervicale.
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2 OBJECTIF DE L’ETUDE

L’objectif de cette étude est de démontrer la faisabilité d’employer un mod¢le
souris d’hémisection cervicale partielle de la colonne vertébrale au du deuxieme
segment métamérique cervical (C2) pour étudier I’'impact de I’entrainement physique
sur la plasticité des muscles locomoteurs/respiratoires.

Pour ce faire, j’ai mis au point un programme d’exercice physique de 6 semaines
apres traumatisme de la moelle épiniére cervicale chez la souris pour déterminer son
effet au niveau de la récupération fonctionnelle respiratoire et motrice. Ainsi, la roue
d’exercice forcée a €té utilisée comme outil d’entrainement. J’ai également évalu€ sur
le systéeme de roue d’exercice forcé, la capacité de course de I’animal (a différents
temps post-lésion).

Apres la fin du protocole d’entrainement physique de 6 semaines, j’ai enregistré
I’¢électromyogramme diaphragmatique pour déterminer la récupération de I’activité du
diaphragme des souris a 51 jours apres lésion.

J’ai réalisé des analyses biomoléculaires sur le membre antérieur locomoteur
(extenseur digitorum communis (EDC)), les membres postérieurs (tibialis antérieur

(TA) et soléaire (SOL), et le muscle respiratoire (diaphragme : DIA).
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Modele préclinique de souris hémi-lésee médullaire (in vivo)

L’espece animale choisie est le modele de souris transgénique Nrf2 KO
commercialisé par la société RIKEN Biosource dont la reproduction a été effectuée a
I’UFR de Sciences de la Santé Simone Veil — Université de Versailles Saint-Quentin-
en-Yvelines sous la licence APAFIS 2018011916127707_v4 approuvée par le Comité
de protection et d’utilisation des animaux en vigueur et par le Ministére de
I’Enseignement supérieur de la Recherche et de I’Innovation. Ces expériences ont été
réalisées sur des souris males et femelles adultes C57BL/6 hétérozygotes Nrf2 (Nrf2+/-
) (8-10 semaines). Les animaux étaient logés dans des cages ventilées individuellement
dans un établissement de soins aux animaux a la fine pointe de la technologie (2CARE,
accreditation A78-322-3, France), avec accés a la nourriture et a ’eau ad libitum sur
un cycle léger/foncé de 12 h. Nous avons notre propre centre d’élevage de souris et
nous avons toujours ¢té prudents sur la séparation d’un nombre animal €gal par sexe
entre les groupes. Cependant, des décés se sont produits aprés la procédure
d’hémisection C2, et par conséquent les groupes n’ont pas été uniformément assortis

en fonction du sexe.

3.2 Protocole d’exercice incrémental
Au total, 36 animaux ont été familiarisés avec le systéme de roues d’exercice force
(Lafayette Inst., Lafayette, IN) pendant 1 semaine (6 m/min, 10 min par jour). Apres

la période d’acclimatation, toutes les souris ont effectu¢ un test d’exercice incrémental
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adapté au systeme de roue d’exercice forcé (voir Jesus et coll. (80). Pour ce faire, des
incréments de 2 m/min toutes les 2 m/min, jusqu’a épuisement, défini comme le
moment ou les animaux étaient incapables de maintenir le rythme dans la roue ou
I’animal a cessé de courir spontanément. Une barriere en polystyrene sur mesure a éte
mise au point pour motiver I’animal a continuer a courir. Aprés un premier test
d’exercice incrémentiel (avant la chirurgie de la SCI), les souris ont été séparées au
hasard en 3 groupes : NAIVE (sans chirurgie; n=12, 6 femelles et 6 males), SHAM
(avec chirurgie mais sans hémisection C2; n=12, 8 femelles et 4 males) et SCI (avec la
chirurgie d’hémisection C2; n=12, 5 femelles et 7 males). Par la suite, chaque groupe
NAIVE, SHAM et SCI a été réparti de facon égale (n=6 a chaque groupe) a des sous-
groupes sédentaires (sans entrainement) ou entrainés (SED ou TR). Aucune différence
dans les résultats des tests incrémentaux n’a été observée entre les sexes. Un deuxiéme
test d’exercice incrémental a été effectué 7 jours apres la chirurgie pour les groupes
SCI et SHAM pour déterminer I’intensité du protocole d’exercice (60% de la vitesse

maximale atteinte). A la fin du protocole d’exercice de 6 semaines, des souris
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sédentaires et entrainées ont effectué un troisieme test incrémental pour évaluer leur

capacité de course a 49 jours apres la chirurgie SCI/SHAM (Figure 8).

Laminectomie
cervicale 6 semaines d’exercice physique

EMG
I Diaphragmatique /
Day 14 0 7 9 14 21 28 135 4649 51 Sacrifice
| |1 I I I N B

| Acclimatation
(Roue d’exercice forcé)

1" test incrémental 2¢me tast incrémental 3¢me test incremental
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(par rapport a une hémisection a 100 %)
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Figure 8 : 4 Schéma expérimental de [’étude. B Représentation schématique de
[’étendue des blessures pour chaque animal dans les groupes SCI SED et SCI TR. C
Quantification de [’étendue des blessures en pourcentage par rapport a une moelle

épiniére 100% hémisection

3.3  Hémisection chronique C2
La lésion spinale cervicale est obtenue en effectuant une hémisection spinale au
niveau du deuxieme segment métamérique (C2) qui interrompt de maniere unilatérale
les projections respiratoires bulbospinales avec pour conséquence une abolition de
I’activité phrénique et diaphragmatique du coté 1ésé. Le c6té controlatéral sain permet

la survie de I’animal. La fonction locomotrice est également interrompue pendant
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quelques jours. Au bout d’une semaine, I'animal retrouve une certaine mobilité. Pour
développer le modéle préclinique d’hémisection médullaire, I’animal est anesthésié a
I’isoflurane (Vetlurane 2.5% dans 100% O2) puis placé en decubitus ventral sur une
plague chauffante afin de maintenir sa température a environ 37,5 °C. Une fois la partie
dorsale rasée et désinfectée (bétadine puis alcool 70°x3), une incision dorsale rostro-
caudale de la peau est pratiquée, suivie d’une incision de muscles acromiotrapezius,
rhomboides et spinaux entourant la vertébre cervicale C2. Une laminectomie dorsale
au niveau de la vertebre C2 est pratiquée, puis la dure-mere est disséquée afin
d’atteindre la moelle épiniere. Une section spinale latérale sous la racine C2 est
pratiquée a I’aide d’un microscalpel. Les muscles et la peau sont ensuite recousus, puis
I’animal regoit une injection sous-cutanée d’antibiotique (Borgal 30 mg/kg) et
d’antidouleur (Buprecare 0.03 mg/kg) puis est placé dans une cage de réveil. Les
animaux sont sous surveillance constante ont acces a 1’eau et a la nourriture standard
ad libitum. Aucune détresse respiratoire postopératoire n’est observée car un seul coté
de I’animal est paralys¢, le cote épargné permet la survie. Une paralysie transitoire des
pattes avant et arriére du cOté 1ésé est observée. L'animal retrouve une certaine mobilité

apres environ une semaine.

3.4  Protocole d’entrainement physique sur roue d’exercice forcé
L’entrainement physique a été appliqué pendant 6 semaines (1 semaine apres
chirurgie) et consistait a courir sur un systeme de roue d’exercice a 60% du deuxieéme
test incrémental (7 jours apreés la chirurgie de d’hémisection médullaire C2), 1 heure

par jour et 5 jours par semaine. L’intensité de I’entrainement a 1’exercice a été adaptée
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du protocole décrit précédemment par Ferreira et coll. (81). Les souris sédentaires ont

été maintenues dans la roue fixée pendant toute la durée de la session d’exercice.

3.5 Enregistrements électrophysiologiques
Deux jours apres le derniére test incrémental (49 jours apres la chirurgie d’hémisection
médullaire), I'anesthésie est induite en utilisant 5% d'isoflurane dans 100% d'O2 et
maintenue tout au long de I'expérience (2,5% dans 21% d'O2) a travers d’un cone nasal.
La profondeur de 1’anesthésie est vérifiée par une absence de réponse a une stimulation
des coussinets au niveau de la patte. Une laparotomie est réalisée pour accéder au
diaphragme. Les deux coteés (ipsilatéral et controlatéral de la lésion de la moelle
épiniére) du diaphragme sont testés pour leur activité (électromyographie) a I'aide d'une
électrode en argent de surface bipolaire faite a la main sur le muscle pendant une
asphyxie spontanee poikilocapnique normoxique ou transitoire légere (par occlusion
du nez de I'animal pour 15 s). Les electromyographies sont amplifiées (modele 1800;
gain, 100; A-M Systems, Everett, WA, USA) et filtrées passe-bande (100 Hz a 10 kHz).
Les signaux sont numérisés avec un appareil d'acquisition de données Powerlab a 8
canaux (taux d'acquisition: 4 k / s; AD Instruments, Dunedin, Nouvelle-Zélande)
connecté a un ordinateur et analysés a l'aide du logiciel LabChart 9 Pro (AD
Instruments, Dunedin, Nouvelle-Zélande). Les électromyographies diaphragmatiques
bilatérales ont été intégrées (desintégration de 50 ms). A la fin de I'expeérience, les
animaux sont euthanasiés humainement par du COy, puis une perfusion intracardiaque
de NaCl a 0,9% hépariné (10 ml) est realisée pour la récolte de tissus. Le segment C1-

C3 de la moelle épiniére est disséqué et placé immédiatement pendant une nuit dans
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du paraformaldéhyde froid a 4%, puis cryoprotégé pendant 48 h dans 30% de
saccharose (dans 0,9% de NaCl) et les échantillons est conservés dans un congélateur
a -80 ° C. Le muscle du membre antérieur I’Extensor Digitorum Communis et des
membres postérieurs le Tibialis anterieur et le Soléaire du c6té ipsilatéral, et le muscle
respiratoire diaphragmatique (Ipsilatéral et controlatéral) sont ensuite disséqués et
immédiatement congelés instantanément dans de l'isopentane (2-méthylbutane)
refroidi a I'azote liquide. Apres congélation, les échantillons musculaires sont stockés

a -80 ° C pour un traitement ultérieur.

3.6 Immunofluorescence des tissus musculaires

Tous les muscles squelettiques congelés ont été placés dans un cryostat de Leica
et des sections transversales de 10 um ont été exécutées. Comme décrit précédemment
par Gill et coll. (61), les tissus ont été bloqués pendant 45 min dans le sérum de chévre
de 10% dilué dans la solution PBS 1X et incubées pendant la nuit a 4°C dans les
anticorps primaires pour les isoformes suivants de chaine lourde de Myosine (MyHC)
: MyHCSlow (BA-F8, 1:100 dilution ; Etudes sur le développement Hybridoma Bank,
lowa City, IA), MyHC2A (SC-71, 1:100 dilution; Developmental Studies Hybridoma
Bank), et Laminin (Sigma L9393, 1:200 dilution; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Les
anticorps secondaires ont ensuite été incubés a une dilution de 1:2000, en utilisant
Alexa Fluor Goat anti-Mouse 1gG2b 647 (pour MyHCSlow), Goat anti-Mouse 1gG1
555 (pour MyHC2A) et Goat anti-Rabbit 594 (pour Laminin) (61). CD 31 (PECAM-

1, 1:100; L anticorps Thermo Fisher Scientific, Inc., MA) a été incubé avec I’anticorps
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Laminin et Alexa Fluor Goat anti-Rat 488 et Goat anti-Rabbit 594 ont été appliqués a

1:2000 dilution.

3.6  Mesures morphométriques des muscle squelettiques

Des champs a I’intérieur de sections transversales tachées ont été capturés a 10 x
grossissement sur un microscope confocal laser (Leica TCS SPE) capable d’imagerie
simultanée de fluorescence multilabeled. Les images ont été capturées dans un tableau
de 1024 x 1024 pixels, avec des parametres d’acquisition similaires dans les
préparations. La composition des différents types de myofibers (barres d’échelle =200
um) a €té mesurée en environ 200 fibres musculaires de chaque muscle dans chaque
animal et a ¢té analysee a I’aide de Fidji v1.52p (NIH Image du National Institutes of
Health, USA). Les mémes fibres sélectionnées pour les mesures transversales de la
section ont également été utilisées pour determiner la proportion de types de fibres dans
chague muscle. Basé sur le modele de coloration, toutes les fibres de muscles
squelettiques ont été classés comme type I, type lla, type lIx et/ou llb (61). Les cellules
CD31-positives et le nombre de fibres ont été comptées alors, la densité et les rapports
capillaires-fibre ont été calculés a 1’aide de Fidji v1.52p (NIH Image des National

Institutes of Health, USA).

3.7  Reconstitution histologique de I’étendue des blessures au C2
Des sections longitudinales (30 um d’épaisseur) ont été obtenues avec un cryostat
leica et I’étendue de la blessure a été évaluée apres coloration de violette crésyl comme

décrit précédemment (58) . Des diapositives ont ensuite été numérisées a 1’aide d’un
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scanner Aperio AT2 (Leica, France) et une photo haute résolution de chaque
diapositive a été prise pour évaluer I’étendue de la blessure et signalée sur un plan
transversal stéréotaxique (C2). Chaque blessure a ensuite été numérisée et analysee
avec le logiciel Image J (NIH). Le pourcentage de tissu endommagé sur le c6té blessé
a été calculé par référence a une hémisection complete (qui est de 100% de I’hemicord).
Des sections longitudinales de 1a moelle épiniere (30 um d’épaisseur) ont été obtenues
avec un cryostat de Leica et I’étendue de la blessure a été évaluée apres coloration de
violette crésyl. Un microscope léger a été utilis€ pour évaluer 1’¢tendue de la blessure
et signalé sur un plan transversal stéréotaxique (C2). Chaque blessure a ensuite été
numérisée et analysée avec Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health,
USA). Le pourcentage de tissu endommage sur le c6té blesse a ete calculé par référence

a une hémisection compléte (qui est de 100% de 1’hémisection).

3.8  Traitement des données et analyses statistiques

Le signal d’électromyographie d’amplitude et de durée d’un minimum de 5
« Burst » traces intégrés pendant la respiration spontanée et I’asphyxie a été calculé
pour chaque animal des deux cotés du diaphragme avec le logiciel LabChart 9 Pro (AD
Instruments). Le test t (student) a éte effectué entre les différents groupes pour
I’étendue de 1’évaluation de blessure ou entre les différents groupes de temps post-
Iésionnés de la méme condition. Le test t (paired t test) a été utilisé pour les
comparaisons : 1) de la capacité de fonctionnement de 1’animal par essai incrémental
a différents points de temps (avant SCI, 7 jours aprés SCI et 49 jours apres SCI), 2) de

I’électromyographie diaphragmatique controlatérale et ipsilatérale, et 3) de 1’analyse
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d’immunofluorescence. Le test two way ANOVA (test post hoc de Bonferroni) a éte
utilisé en considérant I’entrainement et le groupe (GROUPE NAIVE, SHAM et SCI)
comme des manieres différentes. Toutes les données ont été présentées comme
moyennes + SD et les statistiques ont été considérées comme significatives lorsque

p<0.05. Le logiciel SigmaPlot 12.5 a été utilisé pour toutes les analyses.
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4 RESULTATS

4.1  Analyse comportementale et étendue de la lésion d’hémisection
médullaire cervicale C2

La taille de la Iésion cervicale était semblable dans la partie latérale des deux
groupes d’animaux blessés (SED SCI et TR SCI) (Figure 1B). Quantitativement,
aucune différence significative dans 1’étendue des blessures entre les groupes SCI SED
et SCI TR (86,99 = 10,3 % et 80,23 + 8,5 %, respectivement p= 0,329) (Figure 8C).
Apres 6 semaines d’entrainement sur les roues d’exercice forcé (Figure 9A), la capacité
de course exprimée en temps de course (S) était plus élevée dans tous les groupes

entrainés (Figure 9B).
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Figure 9: A Photo représentative d’une souris SHAM (supérieure) et SCI (ci-dessous) pendant
course dans la roue d’exercice forcée. B Résultat des tests incréementaux exprimée en temps de
course (S).
4.2  Analyse morphométrique du muscle locomoteur
Pour déterminer si ’entrainement physique de 6 semaines sur le systéme

d’exercice de roue forcé modifie la composition des fibres musculaires chez la souris

blésee medullaire, des isoformes de chaines lourdes dans le muscle strié squelettique
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MyHC (MyHCSlow= type I, MyHC2A= type lla et non-éetiquetage= l1b/x) ont été
détectés par la technique d’immunofluorescence (Figure 10). Cependant, seul le muscle
SOL a présenté des myofibres du type I. Les type des myofibres predominants dans les
muscles du membre antérieur ipsilatéral a la Iésion médullaire (EDC) et du membre
postérieur (TA et SOL) des animaux entrainés et sédentaires ont également été
compareés. Les résultats morphométriques sont décrits dans le Tableau 1 pour le muscle
SOL, tandis que pour EDC et pour le TA sont représentés dans les résultats

supplémentaires (Tableaux 3 et 4).
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Figure 10: Images représEntatfves de Ia'éombositio'n de type de fibre dans les muscles
locomoteurs. Coupe transversale de muscle Extenseur des doigts (EDC), Tibialis antérieur
(TA) et Soléaire (SOL) marquée pour les isoformes des myosines de chaine lourde (MyHC):

: MyHCSlow (type | en bleu), MyHC2A (type lla en vert) et la laminine pour visualiser les
limites de myofibres (type llb/x correspondant aux fibres non marquées) dans les groupes
NAIVE et SHAM (SED et TR). Barre d’échelle=200 pm.
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SOL

NAIVE
SED TR p Value
Area. pm?
Type I 1613.3+389.3 1434.3 +2494 0.242
TypeIla  1088.3 £329.2 926.2 +240.4 0.281
Type IIb/x  902.8 + 166.9 803.8 +£274.7 0.36
%
Type 1% 452+7.7 44.4+8.7 0.877
Type [1a% 42.3+10.0 429+7.9 0.907
Type 11b/x% 12.4+2.8 12.5+5.2 0.957
SHAM
SED TR p Value
Area. pm?
Type I 1303.9+115.0 1081.5 +266.0 0.149
Type Ila 743.5+158.8 622.4+291.8 0.418
Type IIb/x  538.9+138.2 645.0 + 185.1 0.224
%
Type 1% 55.7+4.9 51.4=11.0 0.382
Type [1a% 37.0+£8.6 35.7+10.0 0.786
Type IIb/x% 7.2+4.0 128+ 7.8 0.078
SCI
SED TR p Value
Area. pm?
Type I 1336.0 £222.7 1453.6 +239.3 0.439
Type Ila 837.3+164.3 833.0+297.3 0.977
TypeIllb/x  716.7+176.4 756.8 +221.9 0.816
%
Type 1% 453+5.2 46.2+7.9 0.818
Type [1a% 37.7+10.1 389+12.2 0.853
Type IIb/x% 16.9+7.0 14.7 +6.0 0.582

Tableau 1: Composition et distribution du type de fibres du muscle Soléaire.
Les valeurs sont des moyens + SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR).

4.3  Analyse de la vascularisation du muscle locomoteur
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Pour déterminer si I’entrainement physique a modifié la capillarisation des muscle
squelettiques, le CD31 (vert) et la Laminine (en rouge) ont été détectés par
immunofluorescence dans le muscle SOL (Figure 11). Les muscles EDC et TA ont été
illustrés dans les résultats supplémentaires (Figures 17 et 18). La densité capillaire
(DC) et le rapport capillaire-fibre (rapport C/F) ont été analysés et décrits dans le
tableau 2 pour le SOL, tandis qu’EDC et TA sont dans les résultats supplémentaire
(Tableaux 5 et 6). Six semaines d’entrainement d’exercice ont augmenté le nombre de
capillaires de muscle du membre inférieur (TA et SOL) dans le groupe blessé
médullaire. De plus, les souris blessées médullaires ont présenté une densité capillaire
plus élevée par rapport aux animaux entrainés du groupe NAIVE. La méme tendance
a été observee dans le muscle SOL. Dans le groupe SCI SED, la densité capillaire du
muscle TA était significativement inférieure a celle observée dans le groupe

NAIVESED.
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Figure 11 : Images représentatives de [’expression de CD31 et du nombre de
fibres dans le muscle squelettique. Coupe transversale de muscle Soléaire
(SOL), tandis que l’Extenseur des doigts (EDC), Tibialis antérieur (TA) sont
illustrés dans les Figures supplémentaires 18 et 19, respectivement. Barre
d’échelle=200 yum.
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SOL

NAIVE
SED TR p Value
CD/mm? 1473.1+839.2 1319.2 £372.4 0.972
Capillaries/fiber 1.1+0.4 1.6 + 0.4 0.112
SHAM
SED TR p Value
CD/mm? 1113.8+400.6 1777.2 £ 625.0 0.058
Capillaries/fiber 1.2+0.4 1.5+ 0.4 0.35
SCI
SED TR p Value
CD/mm? 1685.3+481.0 2655.93 £ 649.6** 0.007

Tableau 2 : Composition et distribution du type de fibres du muscle Soléaire. Les valeurs sont des
moyens + SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de [’exercice entre les groupes SED et
TR * p< 0.05 et **p<0.01.

4.4  Evaluation de I’activité du diaphragme 51 jours post-médullaire
cervicale

Des traces représentatifs de 1’électromyographie diaphragmatique a 51 jours apreés
la lésion medullaire sont indiqués a la Figure 12A (animaux non blessés
(NAIVE/SHAM, SED et TR) et animaux blesses de la Figure 12B (groupe SCI,
diaphragme controlatéral et ipsilatéral, SED et TR). Une activité électromyographique
du diaphragme réduite pendant la respiration spontan¢e et I’asphyxie sur le cote
ipsilatéral du diaphragme (c6té 1ésé) dans les groupes de blessés médullaire a été

observée par rapport au c6té controlatéral. Du c6té controlatéral a la Iésion médullaire,
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I’amplitude de ’EMG diaphragmatique des groupes d’animaux blessés et non blessés

pendant la respiration spontanée et I’asphyxie n’a montré aucune différence.

1
Respiration spontanée i Asphyxia
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Figure 12: Activité diaphragmatique a 51 jours suivant une hémisection C2. Une trace
représentative de l’électromyographie brute du diaphragme pour les animaux non blessés : A
groupes NAIVE et SHAM (SED et TR) et B blessés (diaphragme controlatéral et diaphragme

ipsilatéral) animaux : groupes SCI (SED et TR).

Cinguante et un jours apres hémisection médullaire, I’amplitude de I’activité
diaphragmatique pendant la respiration spontanée et I’asphyxie sur le cOte ipsilatéral a
été réduite comparés au coté controlatéral pour tous les deux groups de souris blessés
médullaire cervicale. Cependant, lorsque la largeur d’un « burst » de chaque respiration
enregistrée par I’activité électromyographique est analysée, il est possible d’évaluer le
temps de contraction du muscle diaphragmatique de 1’animal. Ainsi, du coté ipsilatéral
du diaphragme, une diminution significative du temps de contraction pendant la

respiration spontanée (Figure 13C) a été observée dans le groupe blesseé médullaire
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sédentaire par rapport au c6té controlatéral, tandis que dans le groupe entraine, aucune
différence n’a été observée entre les cotés du diaphragme. Fait intéressant, pendant
I’asphyxie (Figure 13D) cette diminution a été présente dans le groupe blessé

médullaire soumis au protocole de 6 semaines d’entrainement physique.
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Figure 13: Analyse de [’activité diaphragmatique a 51 jours aprés une hémisection C2. Les
graphiques montrent |’amplitude intégrée de diaphragme pendant une A respiration
spontanée et B pendant asphyxie. Les graphiques représentent la largeur de chaque « Burst »
» du signal intégré de diaphragme d’EMG pendant C la respiration spontanée et D pendant
asphyxie.

4.5  Analyses morphométriques des muscles respiratoires
Pour étudier ’effet de notre protocole d’entrainement forcé sur roue d’exercice

dans la récupération de muscle respiratoire suivi d’une lésion médullaire cervicale, les
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isoformes de chaines lourdes MyHC (MHC I, lla et étiquette négative Il1b/x) ont été

détectées en immunofluorescence (Figure 14).

Les types prédominants de fibres du cdté controlatéral et ipsilatéral du diaphragme

DIA

SED TR

NAIVE

SHAM

Contralateral

SCI

Ipsilateral

200 pm
B Typel M Typella M Laminin
Figure 14 : Images représentatives de la composition de type de fibre dans le
muscle respiratoire. Coupe transversale de muscle diaphragmatique marquée
pour les isoformes des myosines de chaine lourde (MyHC): MyHCSlow (type I en

bleu), MyHC2A (type lla en vert) et la laminine pour visualiser les limites de

myofibres (type I1b/x correspondant aux fibres non marquées) dans les groupes
NAIVE et SHAM (SED et TR). Barre d’échelle=200 um.

ont été analyses (Figure 15A-D). Dans la section transversale de myofibre du type |

(Figure 15A), aucune augmentation significative n’a été observée du coté ipsilatéral du
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diaphragme des deux groupes blessé médullaire, sédentaire et entrainé par rapport aux
cotés controlatéraux. Dans le groupe TR SCI, la section transversale de myofibre du
type lla du c6té controlatéral (Figure 14B) a été diminuée par rapport au c6té du
diaphragme ipsilatéral et du cété controlatéral du diaphragme du groupe SED SCI.
Dans la section transversale de myofibre du type 11b/x (Figure 15C), aucune différence
n’a été observée entre les groupes ou les cotés du diaphragme. La distribution relative
(Figure 8D) a été modifiée entre les cotés controlatéral et ipsilatéral dans le groupe

SED SCI, alors qu’aucune différence n’a éte¢ observée dans le groupe TR SCI.
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Figure 15: Analyse de la composition et de la distribution de type fibre dans le
muscle respiratoire A analyse de la section transversale de myofibres du type B
Type lla et C Type llb/x. D analyse de la distribution relative de myofibres de
type I, lla et llb/x.
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4.6  Analyse de la vascularisation du muscle respiratoire

Pour évaluer la réponse capillaire a ’exercice, la densité capillaire (CD) et le
rapport capillaire-fibre (rapport C/F) ont été détectés dans le diaphragme par
immunofluorescence (Figure 16A et Figure 19, résultat supplémentaire pour les
groupes NAIVEet les groupes SHAM). Six semaines d’entrainement physique ont
effectivement augmenté la densité capillaire et le rapport capillaire-fibre (Figures 16B
et C) du coté du diaphragme controlatéral du groupe SCI. D’autre part, aucune
différence significative dans la densité capillaire n’a été observée entre les cotés du

diaphragme ipsilatéral des groupes de SCI.
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Figure 16: Analyse de la capillarisation sur le muscle respiratoire. A. Images
représentatives de [’expression de CD31 et du nombre de fibres dans le muscle
respiratoire. Coupe transversale de muscle diaphragmatique des groupes SCI SED et
TR, tandis que les groupes NAIVE et SHAM (SED et TR) sont illustrés dans les
Figures supplémentaires 21. Barre d’échelle=200 um. B Résultat de densité de
capillaires et C rapport entre capillaire et fibre.
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5 Résultats supplémentaires

Supplemental figure 1.

Extensor digitorum communis
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Figure 17 : Images représentatives de I’expression de CD31 et du nombre de
fibres dans le muscle squelettique. Coupe transversale de muscle Extenseur des
doigts marquée pour le CD31 (vert) a la laminine (rouge). Barre
d’échelle=200 um.
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Supplemental figure 2.
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Figure 18. : Images représentatives de |’expression CD31 et du nombre de fibres dans le muscle
squelettique. Coupe transversale du muscle Tibialis antérieur marquee pour le CD31 (vert) a la
laminine (rouge). Barre d’échelle=200 um.
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Supplemental figure 3.
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Figure 19: Images représentatives de la composition de type de fibre dans le muscle
respiratoire. Coupe transversale de muscle diaphragmatique a été immunostained
marquée pour les isoformes des myosines de chaine lourde (MyHC): MyHCSlow
(type I en bleu), MyHC2A (type lla en vert) et la laminine pour visualiser les limites
de myofiber (type I1b/x correspondant aux fibres non marquées) dans les groupes
NAIVE et SHAM (SED et TR). Barre d’échelle=200 um.
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NAIVE

SED TR p Value
Area. pm?
Type lla  752.8+121.9* 645.2+£59.7  0.026
Tpe Ilb/x  1506.8 £229.3** 1127.6+£172.1 0.002
%
Type [Ta% 13.0+£6.3 6.3+5.2 0.0709
Type IIb/x%  86.9+6.3 93.6£5.2 0.0709
SHAM
SED TR p Value
Area. pm?
Type lla  625.4+£25.4 698.4+116.1 0.122
1228.8
Tpe [Ib/x  1005.9+£93.0 6+127.8 0.056
Y
Type [1a% 89+4.1 14.1£8.1 0.485
Type IIb/x%  91.0+4.1 85.8+8.1 0.485
SCI
SED TR p Value
Area. pm?
Typella  709.1+£57.6 632.8+43.8  0.107
Tpellb/x 1178.8+£207.0 1169.7+274.6 0.936
%
Type [Ta% 10.6£6.1 10.4£8.1 0.936
Type IIb/x%  89.3+6.1 89.5+£8.1 0.936

Tableau 3: Composition et distribution du type de fibres du muscle Extenseur des doigts.
Les valeurs sont des moyens + SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de
[’entrainement entre les groupes SED et TR * p< 0.05 et **p<0.01.
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NAIVE

SED

Area. pm?

Type Ila 730.6+21.8
Type IIb/x  1725.8+232.5
%
Type [Ta% 13.4+8.3
Type IIb/x%  86.5+8.3

TR p Value

807.5+183.1 0.937
1621.04+348.3 0.541

9.7+4.4 0.295
90.2+4.4 0.295

SHAM

SED

Area. nm?

Type Ila 884.6+78.5
Type lIb/x  1752.7+166.4
Y%
Type 1a% 12.5+5.0
Type IIb/x%  87.4£5.0

TR

762.5+121.3  0.041
1428.9+366.1 0.057

11.7+9.8 0.394
88.2£9.8 0.394

SCI

SED

Area. pm?

Type Ila 802.4+127.6
Type lIb/x  1506.7+190.7
%
Type I1a% 7.0+4.9
Type IIb/x%  92.9+£4.9

TR p Value

793.8+131.9 0911
1551.7+£273.7 0.748

9.6+5.7 0.422
90.3£5.7 0.422

Tableau 4: Composition et distribution de type de fibres du muscle Tibialis
antérieur. Les valeurs sont des moyens = SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et

TR).
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SED TR p Value
CD/mm? 2333.2+9579 2980.8 £ 1511.4  0.396
Capillaries/fiber 0.8 +0.6 0.7+04 0.649

SED TR p Value
CD/mm? 4377.5 £2984.5 390899 + 891.7 0.937
Capillaries/fiber 1.0+0.5 1.1 +0.2 0.802

SED TR p Value
CD/mm? 3420.3 = 1735.7 5760.7 £4174.5 0.14
Capillaries/fiber 04 +0.1 1.4 +0.6*%* 0.001

Tableau 5: Capillarisation du muscle Extenseur des doigts. Les valeurs sont des moyens + SD pour
NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de [ ’entrainement entre les groupes SED et TR * p< 0,05
et **p<0.01.
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NAIVE

SED TR p Value
CD/mm? 8530.2 + 3643.7* 5600.1 + 1288.0 0.014
Capillaries/fiber 1.2+0.2 1.3+£04 0.951

SHAM

SED TR p Value
CD/mm? 6944.3 + 3581.6 9182.6 + 1598.6 0.163
Capillaries/fiber 1.3 +0.7 1.6 + 0.6 0.147

SCI

SED TR p Value
CD/mm? 5362.4 + 1966.3 10602.1 + 3859.5%%* 0.003
Capillaries/fiber 1.0+ 0.6 1.7 + 0.3% 0.029

Tableau 6: Capillarisation du muscle Tibialis antérieur. Les valeurs sont des moyens + SD
pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de [ ’entrainement entre les groupes SED et
TR * p< 0,05 et **p<0.01.
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6 DISCUSSION

Ce test d’évaluation de la capacité de course n’avait jamais été testé chez les souris
blessées médullaires. Mon intention avec ce type d’évaluation était de montrer que le
test incrémental pouvait étre agrégé avec d’autres méthodes d’évaluation des
comportements pour obtenir plus d’informations sur la récupération locomotrice
secondaire a une lésion médullaire. Par conséquent, 7 jours apres lésion médullaire
cervicale, les souris ont présenté sans surprise une capacité de course significativement
réduite. D’autre part, le protocole d’entrainement physique de 6 semaines (49 jours
apres la lésion) a induit une récupération de la capacité de course semblable au niveau
observé avant la lesion.

Dans des modeles de rongeurs, les lésions médullaires impactent de facon
intéressante la morphologie musculaire dans les premieres semaines suivant la blessure
(82, 83). Cependant, une semaine d’entrainement peut efficacement conduire a une
augmentation du processus de régénération musculaire de fibres de contraction lente
(84, 85). Malgré ces données, peu d’études ont évalué les effets de longues périodes
d’entrainement locomoteur sur les propriétés musculaires dans un mod¢le de souris
avec lésion médullaiore cervicale. Dans d’autres sites de blessures, Battistuzzo et coll.
ont effectué chez la souris hémilésée au niveau thoracique un protocole d’entrainement
locomoteur sur tapis roulant, avec une vitesse initialement mise en place a 6 m/min,
puis, progressivement augmenté a 10-12 m/min au cours de I’entrainement. Ce
protocole a conduit a une légére augmentation de la section transversale des fibres dans

le muscle SOL a 10 semaines aprés 1’entrainement (62). En comparaison avec le
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paradigme d’entrainement ci-dessus, nous avons eté surpris de ne pas observer de
changements dans la taille des muscles des membres chez nos souris. Plusieurs
parametres pourraient expliquer ces résultats négatifs. Tout d’abord, il n’y a pas des
donnée disponible dans la littérature sur I’effet de I’entrainement par le systéme de roue
d’exercice forcé sur la morphologie musculaire. Normalement, le tapis roulant est le
plus utilis¢ dans ce type d’étude. Cela m’a fait considérer qu’en raison de
I’environnement différent entre le systéme de roue d’exercice forcé et tapis roulant, des
intensités d’exercice plus élevées peuvent étre nécessaires pour observer des
changements dans la taille musculaire. Un autre point a considérer est que dans
I’exercice d’endurance prolongé chez les rongeurs, 1’intensité de I’exercice est ajustée
pour maintenir D’intensité d’entrainement (80). L’intensit¢é de notre protocole
d’entrainement n’a été pas ajustée tout au long de I’expérience pour prévenir tout stress
supplémentaire chez les animaux blesses medullaire. Cependant, compte tenu de la
récupération des animaux tout au long de notre étude, nous utiliserons 1’ajustement de
I’intensité d’exercice lors de nos prochains travaux.

Bien que notre protocole d’exercice ne soit pas efficace pour modifier la section
transversale des fibres musculaires des membres du groupe blessé médullaire, une
augmentation de la microcirculation musculaire a été observée. Le réseau
microvasculaire subit un remodelage, géneralement sous forme de raréfaction
capillaire, apres lésion médullaire (65). La capacité de fournir de 1’oxygéne et des
nutriments aux muscles qui travaillent est de facto altérée et contribue a réduire la
résistance a la fatigue (64, 86). En outre, une raréfaction capillaire pourrait contribuer
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a I’affaiblissement de la sensibilité a 1’insuline et & 1’intolérance au glucose, qui peut
étre encore aggravée par 1’inflammation systémique (87) post-traumatique chez les
patients blessés medullaires (88, 89).

Ce travail de thése a été motivé par I’hypothése que les régions du mésencéphale
impliquées dans le contréle des centres respiratoires et locomoteurs pouvaient
communiquer et ainsi promouvoir un effet bénéfique a la récupération fonctionnelle du
diaphragme induite par exercice physique (41, 62, 76, 90). Toutefois, les mécanismes
en cause ne sont pas connus (76). C’est pourquoi nous avons étudié 1’intérét d’un
protocole d’entrainement physique de 6 semaines dans la modulation de 1’activité
fonctionnelle du diaphragme dans un modéle d’hémisection médullaire cervicale.
Notre équipe a démontré pour la premiére fois chez la souris, que la récupération de
I’activité diaphragmatique reste encore limitée a 30 jours post-lésion médullaire
cervicale (91). Ainsi, avec mon travail doctoral, j’ai pu montrer qu’a 51 jours, la
récupération du diaphragme touché par la lésion médullaire cervicale, reste encore
limitée chez les souris.

Le mécanisme de la plasticité post-lésionnelle est attribuée au « phénomeéne
phrénique croisé » (CPP), qui consiste en I’activation de voies silencieuses qui
traversent la ligne médiane de la moelle épiniere au niveau segmentaire C3-C6 et se
connecte aux motoneurones phréniques ipsilatéraux (92, 93). Ainsi, il a été suggeré que
ce processus spontané de plasticité post-lésion, nommé « phénomene interphrénique
spontané », pourrait étre différent des voies initiales décrites comme le générateur
central de rythme et de mise en forme (CPG « central pattern generator ») et devrait
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impliquer le réacheminement axonal, et la formation de nouvelles connexions
polysynaptiques aux motoneurones phréniques par I’intermédiaire des interneurones
de la colonne vertébrale cervicale (38, 94-96). Néanmoins, le rétablissement de la
fonction de motoneurones phréniques reste limité et les déficits de la respiration
persistent pendant des mois apres la blessure (55, 96).

En ce qui concerne I’impact de la 1ésion médullaire cervicale sur la morphologie
des muscles diaphragmatiques, j’ai étudi¢ I’effet d’une stratégie non invasive pour
améliorer la plasticité diaphragmatique a long terme et le remodelage. L’¢tude a long
terme dans les modeéles de lésion médullaire cervicale chez le rat a déja démontré qu’a
42 jours post-lésion, le diaphragme montre une réduction de myofibres du type Ilb / X,
et ’hypertrophie n’était plus évidente sur les myofibres type | ou Ila (56). En outre, la
réduction de la force contractile se produit parallelement a la diminution de section
transversale des fibres musculaires. Dans cette etude, la section transversale de
myofibres du type | a montré une légere augmentation du co6té du diaphragme
ipsilatéral dans les groupes SED et TR SCI. D’autre part, I’entrainement physique a
diminué les myofibres du type lla dans le cété controlatéral.

L’exercice physique est la procédure la plus appropriée pour réadapter les
personnes avec une lésion médullaire. L’exercice physique du type aérobie est bien
établi dans la littérature comme plus bénéfique dans I’amélioration de la capacité
aérobie et ’augmentation de la densité mitochondriale et de 1’expression de la citrate
synthase (97). Récemment, j’ai pu montrer chez le rat que I’entrainement prolongé a
I’exercice d’endurance conduit a une augmentation de la microcirculation des muscles
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squelettiques (30). De plus, il a été suggéré que I’angiogenése est plus rapide en
réponse a une faible intensité d’entrainement physique (98). Dans ce contexte, cette
stratégie pourrait étre bénéfique pour le diaphragme hémiplégique suite a une lésion
médullaire cervicale. Je démontre pour la premiére fois ’effet de I’exercice physique
aérobie sur le remodelage de capillaires dans le muscle respiratoire chez la souris
blessée médullaire cervicale. Les capillaires du coté controlatéral du diaphragme du
groupe entrainé ont été augmentés par rapport au groupe sédentaire. Comme
précédemment démontré, cette augmentation de la densité capillaire pourrait contribuer
au « switch » de fibres glycolytique vers les fibres oxydatives (99-101). Nos résultats
suggerent que la morphologie et le remodelage vasculaire du diaphragme induits par
notre protocole d’exercice, pourraient contribuer a éviter le désequilibre de la
distribution de fibres glycolytiques/oxydatives entre les 2 cotés de diaphragme dans le
mod¢le d’hémisection en C2. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer si
les changements induits par entrainement physique sur la morphologie du diaphragme
et les structures vasculaires sont corrélés avec la durée de contraction analysée par

électromyographie.
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7 CONCLUSION

Nous avons montré que le test incrémental est applicable pour évaluer la capacité
de course chez la souris aprés lésion cervicale de la moelle épiniéere. L’entrainement
aérobie améliore la microcirculation des muscles locomoteurs et joue un réle favorable
sur la distribution des myofibres et la microcirculation du diaphragme apres
hémisection cervicale de moelle épiniére. L’intensité employée dans notre protocole
d’exercice physique de 6 semaines n’a été pas suffisante pour induire une amélioration
de la fonction respiratoire apres hémisection cervicale de moelle épiniére. Néanmoins,
ces données permettent de considérer que 1’entrainement aérobique pourrait €tre une
bonne stratégie non invasive a utiliser afin de maintenir la plasticité locomotrice et

respiratoire musculaire suite a une lésion medullaire cervicale.
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8 COMMUNICATION SCIENTIFIQUE

Effets d'un exercice de faible intensité sur la plasticité musculaire dans
un modeéle murin d’hémisection de la moelle épiniére cervicale

Avrticle en révision : Scientific reports

Les Iésions de la moelle épiniere cervicale entrainent des déficits respiratoires et moteurs
permanents. L’entrainement physique est une des stratégies la plus fréquemment utilisées pour
améliorer la récupération motrice et respiratoire dans les modéles animaux et les études cliniques.
Peu d'études ont utilisé le modéle murin d'une hémisection spinale cervicale partielle au deuxiéme
segment métamérique cervical (C2HS). Nous avons donc émis I'hypothése que 6 semaines
d'entrainement physique de faible intensité peuvent fournir une récupération respiratoire et
locomotrice. Pour cela, nous avons utilisée comme outil d’entrainement, la roue d’exercice forcée.
Apreés la fin du protocole d’entrainement physique de 6 semaines, nous avons réalisé des analyses
électromyographiques des diaphragmes 51 jours apres Iésion. Pour les analyses biomoléculaires,
la composition du type de fibre et la distribution capillaire dans les muscles diaphragmatiques,

I'extenseur des doigts communis, le tibialis antérieur et le soléaire ont été étudiées.

Les résultats obtenus ont démontré que 6 semaines d'entrainement sur la roue d'exercice
forcé ont augmenté la capacité de course des animaux C2HS entrainés. Cependant, aucune
augmentation spontanée de I'amplitude de I'activité électromyographique diaphragmatique du cété
|ésé n'a été observée jusqu'a 51 jours aprés C2HS dans les deux groupes, tandis que la durée de
cette activité a été significativement diminuée dans le groupe sédentaire C2HS par rapport au
groupe entrainé C2HS. Le type de fibre dans les muscles locomoteur n'a pas été modifié. Fait
intéressant, une augmentation de la vascularisation de tous les muscles des membres aprés C2HS
dans le groupe entrainé a été observée. L’aire de section transversale du type de fibre MHC Ila dans
le muscle diaphragmatique dans le groupe C2HS entrainé était plus petit alors que la distribution
des fibres dans le c6té blessé n'était pas affectée par rapport aux animaux sédentaires C2HS. De
plus, la vascularisation sur diaphragme du coté intact a été augmentée dans le groupe entrainé
C2HS, ce qui pourrait suggérer une meilleure résistance a la fatigue. L'ensemble de ces résultats
démontrent que notre protocole d'entrainement pourrait étre une bonne stratégie non invasive pour
moduler le type de fibres musculaires et la réorganisation vasculaire afin de maintenir la plasticité

des muscles locomoteurs et respiratoires aprés une Iésion de la moelle épiniéere cervicale.
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ABSTRACT

Cervical spinal cord injury (SCI) results in permanent life-altering motor and respiratory deficits. However,
few studies have used the mouse model of partial cervical spinal hemisection at the second cervical
metameric segment to investigate the role of exercise training on locomotor and respiratory recovery. The
aim this work was demonstrate the feasibility to use a mouse model to investigate the impact of cervical
spinal cord injury on locomotor/respiratory plasticity and recovery followed by 6 weeks of training on forced
exercise wheel system. To assess locomotor and respiratory functions, incremental tests and diaphragmatic
electromyography were done. In addition, muscle fiber type composition and capillary distribution were
assessed at 51 days following chronic C2 injury in diaphragm (DIA), extensor digitorum communis (EDC),
tibialis anterior (TA) and soleus (SOL). Six-week exercise training increased the running capacity in trained SCI
mice. Fiber type composition in EDC, TA and SOL muscles was not altered. The vascularization was increased
in all muscle limbs in SCI TR group. No spontaneous increase in diaphragmatic electromyography amplitude
on the ipsilateral DIA was observed in both SCI groups, while the duration was significantly decreased in
sedentary group compared to trained group. Cross-sectional area of type lla myofiber in the contralateral
DIA in SCI trained group was smaller. Fiber type distribution between contralateral and ipsilateral DIA in SCI

78



sedentary group was affected while no difference was observed in TR group. In addition, the vascularization
on contralateral DIA was increased in SCI trained group. All these results suggest an increase in fatigue
resistance and a contribution to running capacity in SCI TR group. In addition, our exercise protocol could be
a good non-invasive strategy to use in order to sustain locomotor and respiratory muscle plasticity following
cervical spinal cord injury.

INTRODUCTION

A spinal cord injury (SCI) results in permanent life-altering neuromotor functions due to the limited recovery
capacity of the central nervous system. However, injury located at the cervical level is characterized by the
loss of sensory-motor functions below the site of injury and induces permanent respiratory insufficiency (2,
49). Rodents are commonly used as pre-clinical models due to their high reproducibility to investigate the
effects of partial cervical spinal hemisection at the second cervical metameric segment (SCI) on motor
function (57, 102-104). SCI induces a deafferentation of the bulbo-spinal descending premotor drive to
phrenic motor neurons, leading to the paralysis of the diaphragm (DIA) muscle on the side of injury. The
contralateral DIA of the SCI remains intact and allows the animal survival. Following SCI, impairment and
paralysis of skeletal muscles, that are innervated caudal to the lesion site, are accompanied by a shift from
an oxidative to a highly glycolytic, and fatigable phenotype in both animals and humans (61-63). In addition,

microvascular supply undergoes remodeling, typically in the form of capillary rarefaction on the muscle. This
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rarefaction impairs the capacity to deliver oxygen and fuel to working muscles, contributing to the reduced
fatigue resistance (65). The diaphragm is the major muscle responsible for breathing and also participates in
non-ventilatory behaviors associated with airways clearance, such as coughing or sneezing (37, 59, 60). The
impact of SCl on the diaphragm has previously been studied using rat animal model. In general, diaphragm
recovery is quite limited (55-57). Moreover, SCI injury impact other components of the diaphragm motor
unit, mainly at the level of the neuromuscular junction and the muscle fiber types and size (56). At day 1, a
reduction in ipsilateral diaphragm cross-sectional area of type | and Ila myofibers is observed, while type llb/x
myofibers have reduced cross-sectional area at both 1 and 7 days following SCI (61). At 42 days, the size of
type llb/x myofibers is reduced, and hypertrophy is no longer evident in type | or lla myofibers (56). These
previous findings suggest that rats with SCI present a tremendous capability of muscular remodeling
following injury. However, little is known about the microvascular modulation and the effect of a non-invasive

intervention (i.e. exercise training paradigm) in diaphragm morphology post-SCl.

The literature has well established that exercise enhances functional recovery following injury in rodents (41,
76, 77). One study has shown that 5 days of voluntary running were effective to improve skill motor function
in mouse model of thoracic SCI (79). The stimulation of fore/hindlimb muscles by rehabilitation exercise is
used as a strategy to enhance the stepping ability and respiratory recovery post SCl in both animal models
and clinical studies (76, 77, 79). On the other hand, these evidences reinforce the hypothesis that stimulation
of limb muscles may be useful to investigate respiratory rehabilitation post SCI. In this case, rat models are
the most widely used to study SCI (50). However, only few studies have used the mouse model of cervical
injury to assess post-traumatic spontaneous locomotor and respiratory recovery (50-52). Recently, Reinhardt
et al. showed that mouse model may recover a sufficient ambulatory locomotion after 60 days of bilateral
cervical spinal contusion (105). Despite that, there is no studies on SClI mouse model which investigate the
role of a long-term exercise training paradigm on locomotor and respiratory muscle plasticity. Therefore, the
aim of this work was to demonstrate the feasibility of using a mouse model to investigate the impact of
cervical spinal cord injury hemisection on locomotor/respiratory plasticity and recovery followed 6 weeks of
training on forced exercise wheel system. We wanted 1) to evaluate the animal running capacity (at different
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post-lesional time points) on forced exercise wheel system, 2) to investigate the effect of SCl on locomotor
forelimb (extensor digitorum communis (EDC)), hindlimb (Tibialis anterior (TA) and soleus (SOL)) and
respiratory (DIA) morphology muscles and microcirculation following 6 weeks of slow intensity exercise
training paradigm. Diaphragmatic electromyography was also recorded at the end of exercise training

protocol to determine the recovery of mouse diaphragm activity.

MATERIAL AND METHODS

Ethics statement

All experiments reported in this manuscript were conformed to the policies laid out by the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals in the EU Directive 2010/63/EU for animal experiments. These experiments
were approved by the Ethics committee of the University of Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines and
complied with the French and European laws regarding animal experimentation (Apafis
#2018011916127707v4). These experiments were performed on adult C57BL/6 male and female mice (8-10
weeks old). The animals were housed in individually ventilated cages in a state-of-the-art animal care facility
(2CARE animal facility, accreditation A78-322-3, France), with access to food and water ad libitum ona 12 h

light/dark cycle.

Incremental test protocol

A total of 36 animals were familiarized to the forced exercise wheel system (Lafayette Inst., Lafayette, IN)
during 1 week (6 m/min, 10 min each day). After the acclimatization period, all mice performed an
incremental test with increments of 2 m/min every 2 min, until exhaustion, defined as the moment when
animals were unable to keep up the pace into the wheel or animal stopped running spontaneously. A custom-
made polystyrene barrier was developed to motivate the animal to keep running. After a first incremental

test (before SCl surgery) the mice were randomly separated in 3 groups: NAIVE(n=12, 6 females and 6 males),
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SHAM (n=12, 8 females and 4 males) and SCI (n=12, 5 females and 7 males). Afterwards, each NAIVE, SHAM
and SCI group was equally distributed (n=6 to each group) to sedentary or trained subgroups (SED or TR). No
difference in incremental test results was observed between sex. A second incremental test was performed
7 days after SCI/SHAM surgery to determine the intensity of the exercise protocol (60% from maximal speed
achieved). At the end of the exercise protocol, sedentary and trained mice performed a third incremental to

evaluate the running performance at 49 days after the SCI /SHAM surgery (Figure 1A).

Chronic C2 hemisection

Animals were anesthetized with isoflurane (5% in 100% O) in a closed chamber. Anesthesia was maintained
throughout the procedure (1.5-2% isoflurane in 100% O,) through a nose cone. Animals were placed on a
heating pad. After careful shaving of the dorsal part of the animal’s neck, the skin and muscles above the first
vertebrae were retracted. A C2 laminectomy and a durotomy were performed. The spinal cord was ventro-
laterally hemisected caudal to the C2 dorsal roots by using microscissors followed by the use of a micro-
scalpel to ensure the sectioning of all remaining fibers. Sutures were performed to close the wounds and
skin. Sham mice underwent the same procedures without the hemisection. The isoflurane vaporizer was then
turned off and mice received subcutaneous injections of analgesic (buprenorphine, 375 ug/kg: Buprecare

from Axience) and antibiotics (40 mg/kg Trimethoprim and 200 mg/kg Sulfadoxin: Borgal 24%, from Virbac).

Exercise training protocol paradigm

Exercise training was applied during 6 weeks (1 week after surgery) and consisted of running on an exercise
wheel system at 60% of the second incremental test (7 days after SCI surgery), 1 hour per day and 5 days a

week. Sedentary mice were kept in non-moving wheel for the entire duration of the exercise session.
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Electrophysiological recordings

Two days after the third incremental test (49 days after SCI surgery), anesthesia was induced using 5%
isoflurane in 100% O, and maintained throughout the experiment (2.5% in 21% O,) through a nose cone.
Animals were placed in supine position on a heating pad to maintain a physiological and constant body
temperature. A laparotomy was performed to access the diaphragm. Both sides (ipsilateral and contralateral
to the spinal cord lesion) of the diaphragm were tested for their activity (electromyography) using a
handmade bipolar surface silver electrode on the muscle during spontaneous poikilocapnic normoxic or
transient mild asphyxia breathing (by occlusion of the animal nose for 15 s). Electromyographies were
amplified (Model 1800; gain, 100; A-M Systems, Everett, WA, USA) and band pass-filtered (100 Hz to 10 kHz).
The signals were digitized with an 8-channel Powerlab data acquisition device (Acquisition rate: 4 k/s; AD
Instruments, Dunedin, New Zealand) connected to a computer and analyzed using LabChart 9 Pro software
(AD Instruments, Dunedin, New Zealand). The bilateral diaphragmatic electromyographies were integrated

(50 ms decay). At the end of the experiment, animals were humanly euthanized by intracardiac perfusion of
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heparinized 0.9% NaCl (10 mL) for tissue harvesting. The C1-C3 segment of the spinal cord was dissected out
and immediately placed overnight in cold 4% paraformaldehyde, then cryoprotected for 48h in 30% sucrose
(in 0.9% NaCl) and samples were stored in a freezer at -80°C. Forelimb (EDC) and hindlimb (TA and SOL)
muscles from the ipsilateral side, and respiratory muscle (Ipsilateral and Contralateral DIA) were then
dissected and immediately flash-frozen in isopentane (2-methylbutane) chilled with liquid nitrogen. After

freezing, muscle samples were stored at -80°C for further processing.

Immunofluorescence labeling of muscle tissue

All frozen skeletal muscles were placed in a Leica cryostat and transverse sections of 10 um were performed.
Sections were blocked for 45 min in 10% goat serum diluted in PBS 1X solution and incubated overnight at
4°C in primary antibodies for the following Myosin heavy chain (MyHC) isoforms: MyHCSlow (BA-F8, 1:100
dilution; Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City, IA), MyHC2A (SC-71, 1:100 dilution;
Developmental Studies Hybridoma Bank), and Laminin (Sigma L9393, 1:200 dilution; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). Secondary antibodies were then incubated at a 1:2000 dilution, using Alexa Fluor Goat anti-Mouse
IgG2b 647 (for MyHCSlow), Goat anti-Mouse IgG1 555 (for MyHC2A) and Goat anti-Rabbit 594 (for Laminin).
CD 31 (PECAM-1, 1:100; Thermo Fisher Scientific, Inc., MA) antibody was incubated with Laminin antibody

and Alexa Fluor Goat anti-Rat 488 and Goat anti-Rabbit 594 were applied at 1:2000 dilution.

Muscle measurements

Fields within stained cross-sections were captured at 10 x magnification on a laser confocal microscope (Leica
TCS SPE) capable of simultaneous imaging of multilabeled fluorescence. Images were captured in a 1024 x
1024 pixel array, with similar acquisition parameters across preparations. The composition of the different
types of myofibers (scale bars=200 um) was measured in approximately 200 muscle fibers from each muscle
in each animal and was analyzed using Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, USA). The same
fibers selected for cross-sectional area measurements were also used to determine the proportion of fiber

types in each muscle. Based on the staining pattern, all skeletal muscles fibers were classified as type |, type
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lla, type lIx and/or llb (61). CD31-positive cells and the number of fibers were counted then, density and

capillary-to-fiber ratios were calculated using Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, USA).

Histological reconstitution of the extent of C2 injury

Longitudinal spinal cord sections (30 um thickness) were obtained with a Leica cryostat and the extent of
injury was assessed after cresyl violet staining. A light microscope was used to evaluate the extent of the
injury and reported on a stereotaxic transverse plane (C2). Each injury was then digitized and analyzed with
Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, USA). The percentage of damaged tissue on the injured

side was calculated by reference to a complete hemisection (which is 100% of the hemicord).

Data processing and statistical analyses

The amplitude and duration electromyography signal of minimally 5 double integrated bursts during
spontaneous breathing and mild asphyxia was calculated for each animal from the both diaphragm sides with
LabChart 9 Pro software (AD Instruments). Student’s t test was performed between the different groups for
extent of injury evaluation or between the different post-lesioned time groups of the same condition. Paired
t-test was used for comparisons 1) of the animal running capacity through incremental test at different time
points (before SCI, 7 days after SCl and 49 days after SCI) and 2) of contralateral and ipsilateral diaphragmatic
electromyography and 3) of immunofluorescence analysis. Two-way ANOVA (Bonferroni post hoc test) was
used considering training and group (NAIVE, SHAM and SCI group) as different ways. All data were presented
as mean * SEM and statistics were considered significant when p<0.05. SigmaPlot 12.5 software was used for

all analyses.

RESULTS
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Maximal physical capacity

The size of the cervical SCI lesion was similar in the lateral part of both groups of injured animals (SCI SED and
SCI TR group) (Figure 1B). Quantitatively, no significant difference in the size of injury between SCI SED and
SCI TR groups was observed (86.99 + 4.60 % and 80.23 + 4.27 %, respectively, p= 0.329) (Figure 1C). Running
capacity expressed as running time (s) was decreased in SCI groups at 7 days after SCI. After 6 weeks of
training on the forced exercise wheels (Figure 2A), running capacity was higher in trained groups (Figure 2B)
(785.20 £ 59.21 s vs 500.31 + 20.00 s for SCI TR vs SCI SED, p<0.05; 1119.48 + 50.74 s vs 857.32 + 80.94 s for

NAIVETR vs NAIVESED p<0.05; 1102.93 + 34.99 s vs 802.75 * 85.49 s for SHAM TR vs SHAM SED, p<0.05).

Morphometric analysis of locomotor muscle
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To investigate whether forced exercise wheel training alters the muscle fiber composition in SCI mice, MyHC
isoforms (MyHCSlow= type |, MyHC2A= type Ila and non-labeling= Ilb/x) were detected by
immunofluorescence staining (Figure 3). However, only soleus muscle presented type | staining (Figure 3A).
The predominant types of myofibers in the ipsilateral forelimb (EDC) and hindlimb (TA and SOL) muscles of
trained and sedentary animals were compared. No significant difference in the relative distribution of

myofiber types between SCI TR and SCI SED was found at any all 3 locomotor muscles (Figure 3B-D). However,
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a significant decrease in cross-sectional area type lla myofiber was observed in EDC of NAIVETR group (Figure
4A) (625.43 + 10.40 um? vs 752.87 + 49.78 um?; NAIVETR vs NAIVESED, p<0.05) and in SHAM SED group
(645.19 + 24.37 um? vs 752.87 + 49.78 um?; SHAM SED vs NAIVESED, p<0.05) compared to NAIVESED group.
Cross-sectional area of type Ilb/x myofiber in the EDC was reduced in NAIVETR (Figure 4B) (1127.63 + 70.26
pum? vs 1506.85 + 93.62 um?; NAIVETR vs NAIVESED, p<0.05), in SHAM SED (1005.97 + 37.97 um? vs 1506.85
+93.62 um?; SHAM SED vs NAIVESED, p<0.05) and in SCI SED group (1178.82 + 84.52 um? vs 1506.85 + 93.62
pum?; SCI SED vs NAIVESED, p<0.05) compared to NAIVESED group. No significant difference in cross-sectional
area of TA muscle was observed between groups (Figure 4C and D). Interestingly, in SOL muscle, the cross-
sectional area in myofibers of SHAM SED group compared to NAIVESED group, presented no significant
difference in type | fibers (Figure 4E) (1303.93 + 46.97 pum? vs 1613.38 + 158.96 um?; SHAM SED vs NAIVESED,
p=0.143), while in type lla (Figure 4F) a tendency to reduce (743.56 * 64.84 um? vs 1088.34 + 134.40 pm?;
SHAM SED vs NAIVESED, p=0.079) and a significant decrease in type llb/x (Figure 4G) were observed (538.94

+56.44 um? vs 902.87 + 68.15 um?; SHAM SED vs NAIVESED, p<0.05).
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Figure 4

Vascularization analysis of locomotor muscle.

To assess the capillary response to exercise, endothelial cells were detected in EDC, TA and SOL muscles
(Figures 5) by immunofluorescence staining and then capillary density (CD) and capillary-to-fiber ratio (C:F
ratio) were analyzed (Figures 6A-F). For the capillary density of forelimb muscle (EDC) no significant
difference was observed between groups (Figure 6A), while the capillary-to-fiber ratio (Figure 6B) in SCI TR
group was higher than in the SCI SED (C:F 1.48 + 0.27 vs 0.47 + 0.06, SCI TR vs SCI SED, p<0.05) and NAIVETR
(C:F1.48 £0.27 vs 0.70 £ 0.16, SCI TR vs NAIVE, p<0.05) groups. Six weeks of exercise training increased the
muscle capillaries of the hindlimb (TA and SOL) in SCI group (Figures 6C-F), capillary density and capillary-to-
fiber ratio in the SCI TR group were increased compared to the SCI SED group in TA muscle (Figures 6C and
D) (CD 10602.12 + 1575.66 um? vs 5362.49 + 802.74 um?; C:F ratio 1.71 + 0.12 vs 1.01 + 0.24, SCI TR vs SCI
SED, p<0.05) and SOL muscle (Figures 6E and F) (CD 2655.93 + 265.20 pm? vs 1685.34 + 196.38 um?; C:F ratio
2.32+0.33v51.33+0.18, SCI TR vs SCI SED, p<0.05). In addition, the capillary density in TA muscle was higher
in the SCI TR group than in the NAIVETR group (CD 10602.12 + 1575.66 um? vs 5600.13 +576.03 um?). The

same tendency was observed in the and SOL muscle (CD 2655.93 + 265.20 um? vs 1319.29 + 152.05 um?, SCI
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TR vs NAIVETR, p<0.05). In the SCI SED group the capillary density of TA muscle was significantly lower than

that seen in the NAIVESED group (CD 5362.49 + 802.73 pm? vs 8530.24 + 1821.85, SCI SED vs NAIVESED,

p<0.05).
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SCI effect on diaphragm activity following exercise training

Representative traces of raw diaphragmatic electromyography at 51 days following SCI are shown in Figure
7A (uninjured (NAIVE/SHAM, SED and TR) and injured animals in Figure 7B (SClI, contralateral and ipsilateral
DIA, SED and TR). A reduced diaphragmatic electromyography activity during spontaneous breathing and
mild asphyxia on the ipsilateral side in SCI groups was observed when compared to the contralateral side.
Diaphragmatic electromyography during spontaneous breathing and mild asphyxia did not show any
difference in amplitude on the contralateral side of injured and uninjured animals groups. Quantitatively,
uninjured animals groups showed a similar integrated diaphragm average amplitude (Figure 7C and D) (1.19
$0.13and 0.97 £0.11 pV.s.s, for NAIVESED and TR, respectively, 1.12 + 0.15 and 0.98 £ 0.23 uV.s.s, for SHAM
SED and TR, respectively, p<0.05) compared to the contralateral side of the SCI SED (1.59 + 0.28 uV.s.s) and
SCI TR group (1.37 £ 0.18 pV.s.s). Fifty-one days following SCI, the integrated diaphragm average amplitude

during spontaneous breathing and mild asphyxia on the ipsilateral side was reduced compared to the
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contralateral one. No significant difference was observed during spontaneous breathing (0.38 + 0.08 pV.s.s,
for SCI SED and 0.61 + 0.11 uV.s.s, for SCI TR, p=0.138) and mild asphyxia (0.74 £ 0.07 uV.s.s, for SCI SED and
0.830 + 0.19 pV.s.s, for SCI TR, p= 0.589). On the ipsilateral side, a significant decrease in the duration of
integrated average electromyography during spontaneous breathing (Figure 7E) was observed in SCI SED
group when compared to the contralateral side (158.06 + 4.92 ms vs 139.17 + 4.37 ms, p<0.05), while in the
SCI TR group no difference was observed between diaphragm sides (153.13 + 5.07 ms vs 145.82 + 9.53 ms,
p=0.272 for contralateral vs ipsilateral). Interestingly, the duration of integrated average electromyography
during mild asphyxia (Figure 7F) showed a decreasing tendency in the SCI SED group (181.89 + 9.55 ms vs
155.60 +5.83 ms, contralateral vs ipsilateral side, respectively, p=0.092), while it was significantly reduced in

SCI TR group (169.75 + 6.62 ms vs 151.98 + 2.84 ms, contralateral vs ipsilateral side, respectively, p=0.043).

!
Spantaneous breathing Mild asphyxia

NAIVE SED - }¢¢ ‘ e * :

NAIVETR -gg 1» ,,,,, t ,,,,,,,,,, *
SHAM SED —+- +++m_ 47,ﬁ,,,+,,,,,ff,,_,+,

Spontaneous breathing Mild asphyxia

Integrated diaphragm
amplitude (V.s.5)

SED TR SED TR SED R :SEB ™ SED TR SED TR SED TR SED TR
SHAMTR ¢ ¢ * ; ‘ ‘ ‘r RS R
i
:
B i E F
Lot i } i
= d
g SCI 5 ED 1 ‘ T ' ' Spontaneous breathing Mild asphyxia
!_5 200 ¢
€
§

SCI TR +H H— 77777 - o

+ + 4 4

{susso 4+ t + + + "

sCI TR 05V %% w w m o m W
wave  sem sa | s
ontralateral | lpsilater

Whidth (ms)
g

Ipsilateral

Figure 7

Morphometric analyses of respiratory muscle

To investigate the effect of our forced exercise wheel training protocol in respiratory muscle recovery
followed by SCI, MyHC isoforms (MHC |, lla and negative label llb/x) were detected by immunofluorescence
stain (Figure 8A). The predominant fiber types of the contralateral and ipsilateral diaphragm muscle were
analyzed (Figure 8B-E). In cross-sectional area of type | myofiber (Figure 8B), no significant increase was
observed on the ipsilateral side of both SCI groups (SED and TR) compared to their respective contralateral
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sides (SCI SED 634.29 + 41.02 um? vs 875.59 * 96.62 um?, respectively, p=0.126; and SCI TR 607.57 + 38.88
pum? vs 801.56 +62.77 um?, respectively, p=0.076). In the SCI TR group, the cross-sectional area of type lla
myofiber on the contralateral side (Figure 8C) was decreased when compared to the ipsilateral side (524.09
+13.74 um? vs 759.74 + 33.07 um?, respectively, p<0.05) and SCI SED contralateral side (524.09 + 13.74 um?
vs 645.19 + 39.89 um?, SCI TR vs SCI SED group, p<0.05). In type llb/x myofiber cross-sectional area (Figure
8D), no difference was observed between groups or diaphragm sides. Relative distribution (Figure 8E) was
altered between the contralateral and the ipsilateral sides in SCI SED group (7.25 +1.14 % vs 16.49 + 4.20 %,
p<0.05), while no difference was observed in the SCI TR group (7.88 + 1.13 % vs 10.17 + 1.77 %, p=0.303).
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Vascularization analysis of respiratory muscle.

To assess the capillary response to exercise, endothelial cells were detected in diaphragm muscle (Figures
9A) by immunofluorescence and then capillary density (CD) and capillary-to-fiber ratio (C:F ratio) were
analyzed (Figure 9 B-C). Six weeks of exercise training increased effectively the capillary density and capillary-
to-fiber ratio (Figures 9B and 9C) on the contralateral side of SCI group (CD 1586.00 + 280.68 um? vs 433. 87
+65.91 um?; C:F 1.46 + 0.21 vs 0.82 + 0.12, SCI TR vs SCI SED, respectively, p<0.05). On the other hand, no

significant difference in the capillary density was observed between ipsilateral sides of SCI groups (CD

92



1061.15 + 235.35 vs 851.63 + 224.75, SCI TR vs SCI SED, respectively, p=0.534) and capillary-to-fiber ratio (C:F

0.945 + 0.15 vs 1.29 £ 0.24, SCI TR vs SCI SED, respectively, p=0.606).
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DISCUSSION

This study reports for the first time the effect of a 6-week low intensity exercise training on

locomotor/respiratory muscles and vascular remodeling in a mouse model of C2 cervical spinal cord injury.

Impact of cervical spinal cord injury on locomotor muscles

Running capacity of the SCI group was significantly reduced 7 days after injury. A 6-week exercise training (49
days post SCI) induced a running capacity recovery similar to the level observed pre-SCl. Cervical SCI
commonly affects ipsilateral forelimb and rehabilitative training is usually provided to recover locomotor
skills abilities (106, 107). Usually, to assess limb rehabilitation, training efficacy is measured through a
qualitative rating scale such as the Basso Mouse scale (BMS), the forelimb locomotor assessment scale (FLAS)

or the forelimb locomotor scale (FLS) (108-110). However, these tests are better suited for evaluating
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parameters like coordination, paw position, and trunk instability (Basso et al., 1995; Carvalho et al., 2008;
Crameri et al., 2002; Jung et al., 2016; Liu et al., 2008; Sandrow-Feinberg et al., 2009; Zhang et al., 2007).
Locomotor rehabilitation is one of the most common methods to provide functional recovery after SCI in
both pre-clinical settings and animal models (79, 111). This training promotes plasticity in the neuromuscular
control, especially in the spinal circuit pattern generator (CPG) (112-114). However, studies using
rehabilitative training, which induces repetitive movement for one specific task (e.g. treadmill walking, biking,
wheel running, swimming), assess locomotion recovery only by qualitative tests (66, 67, 115), whereas
running capacity has not yet been evaluated in mice following chronic SCI. Several studies have used
incremental exercise capacity in both animal models and humans as a strategy to evaluate running capacity
(81, 116-118). In order to assess the post-traumatic CPG plasticity, we were able to quantify using the

incremental test the impact of SCI on the running capacity of our mouse model.

In rodent models, SCI impacts dramatically the muscle morphology within the first weeks following injury
(82, 83). One week of training can efficiently improve recovery in the skeletal muscle heavily impacted by SCI
(84, 85). Few studies have assessed the effects of long periods of locomotor training on muscle properties in
a mouse model of SCI. Battistuzzo et al. have performed a treadmill-training paradigm on thoracic hemisected
mice, with the speed initially set up at 6 m/min and then, gradually increased to 10-12 m/min over the course
of training. This protocol led to a slight increase in fiber cross-sectional area at 10 weeks post-training in SOL
muscle (62). In comparison with the training paradigm above, our 6-week low intensity exercise training
protocol did not change fiber cross-sectional area in locomotor muscle. The absence of modification in fiber
cross-sectional area of skeletal muscle may be due to the exercise intensity or the duration period applied in
this work. However, despite the fact that our exercise training protocol was not effective to remodel the fiber
cross-sectional area of the limb muscles, an increase in the microcirculation in the SCI TR group was observed.
Contrary to skeletal muscles, microvascular supply undergoes remodeling, typically in the form of capillary
rarefaction after SCI (65). The capacity to deliver oxygen and fuel to the working muscles is de facto impaired
and contributes to reduce fatigue resistance (86). Moreover, a capillary rarefaction could contribute to the

impairment of insulin sensitivity and glucose intolerance which may be further aggravated by systemic
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inflammation (87) and posttraumatic inflammatory response in SCl secondary pathogenesis (88, 89).
Prolonged endurance exercise training leads to an increase in skeletal muscle microcirculation (116) and
based on observation in rodents, it has been suggested that the rate of microvessels proliferation
(angiogenesis) is faster in response to low intensity of aerobic exercise training (98). In our study, only the
SCI group showed an increase in microcirculation after 6 weeks of exercise training. Usually, in prolonged
endurance exercise in rodents, the intensity of exercise is adjusted to maintain the training intensity (116).
However, we did not adjust our protocol training throughout the experiment to prevent any bias in our
procedure between the uninjured and injured animals. The absence of increase in microcirculation in our

uninjured TR groups could be due to the lack of exercise/training adaptation.

Impact of cervical spinal cord injury on respiratory muscle

We hypothesized that stimulation of fore/hindlimb muscle by exercise rehabilitation might be used as a
strategy to enhance the neuroplasticity in order to recover the stepping ability and the respiratory function
(41, 62, 76, 90). Treadmill training is known to improve respiratory function in patients with cervical and
thoracic SCI. However, the mechanisms involved remain unclear (76). One hypothesis is that direct inputs to
the respiratory CPG from the mesencephalic locomotor region may provide an interaction between spinal
locomotor and brainstem respiratory CPGs (90). From this standpoint, an increase in hindlimb stimulation
could lead to a phrenic motor output (119). This work investigated the modulation in diaphragm activity in
SCI model following an exercise training protocol of 6 weeks. Electromyography activity was recorded at the
end of the exercise training to determine its effect on the recovery of the SCI mouse. This current study
showed for the first time that, even after 51 days, diaphragm recovery following SCI in mice is quite limited.
Low intensity exercise training did not induce an effective recovery of the electromyography activity in
impaired diaphragm in SCl mouse. On the other hand, the contraction duration observed during spontaneous
breathing was reduced in SCI sedentary group, while it was similar in the SCI trained group and uninjured
groups. Post-injury plasticity is attributed to the “cross phrenic phenomenon” (CPP), which consists in the
activation of silent pathways crossing the spinal cord midline at the C3-C6 segmental level and connects to

the ipsilateral deafferented phrenic motoneurons (92, 93). However, it has been suggested that this
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spontaneous post-injured plasticity process, named, “spontaneous cross-phrenic phenomenon”, could be
different from the initial pathways described as the CPP and should involve axonal sprouting and rerouting,
and the formation of new polysynaptic connections to phrenic motoneurons via cervical spinal interneurons
(38, 94-96). Nevertheless, the recovery of phrenic motor function remains limited and deficits in breathing
persist for months post-injury (55, 96). With regard to the impact of SCI injury on diaphragmatic muscle, we
investigated the effect of a putative non-invasive strategy to enhance long-term diaphragmatic plasticity and
remodeling following SCI. Long-term study with in rat models of cervical SCI has previously demonstrated
that 42 days post-injury diaphragm morphology exhibited a reduction in type Ilb/x myofiber, and hypertrophy
was no longer evident on type | or lla myofibers (56). In addition, reduction in contractile force occurs in
parallel with altered cross-sectional area of fibers. In our study, cross-sectional area of type | myofiber
showed a slight increase in ipsilateral diaphragm in both SED and TR SCI groups. On the other hand, exercise
training decreased type lla myofiber in the contralateral side. Moreover, we investigated for the first time
the effect of aerobic exercise on inducing angiogenesis in the respiratory muscle of SCI mice. Therefore, the
capillaries in the intact diaphragm of SCI TR group were increased compared to SCI SED group. As previously
demonstrated, this increase in capillary density could contribute to the switch in fiber type in the limb
muscles (99-101). This suggests that morphology and vascular remodeling of the diaphragm, contributed to
avoid imbalance of fiber distribution between diaphragm sides. More experiments are required to investigate
if the changes on diaphragm morphology and vascular structures in SCI trained group are correlated with

contraction duration analyzed by electromyography.

Based on these data, low intensity exercise training improves the microcirculation of the locomotor muscle.
In addition, our protocol showed a favorable role in diaphragm myofibers and vascularization after cervical
spinal cord injury hemisection. These results suggest an increase in fatigue resistance and a contribution to
the running capacity. On the other hand, we admit that 6 weeks of low exercise intensity are not enough to
improve respiratory function. Nevertheless, our data allow us to consider that low intensity exercise training
could be a good non-invasive strategy to use in order to sustain locomotor and respiratory muscle plasticity

following cervical spinal cord injury.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Experimental design throughout surgery and low intensity exercise training periods and extent of
injury following a C2 hemisection. A After 1st incremental test on forced exercise wheel, animals were
distributed into six experimental groups (3 sedentary and 3 trained of NAIVE, SHAM and SCI). SHAM and SCI
groups underwent cervical laminectomy followed by a 1-week recovery. Next, all groups went through a 6-
week aerobic exercise training on forced exercise wheel. B Schematic representation of the extent of injury
for each animal in SCI SED and SCI TR groups. C Graph shows the quantification of the extent of injury in
percentage compared to a 100% hemisected spinal cord. The quantification has only been made in the
ventral part where the phrenic motoneurons are located. Data are presented as mean = SEM (n = 6). There

is no difference between the different groups (t-test, p = 0.4127).

Figure 2. Maximal physical capacity expressed as running time (s). A Representative snapshot of a SHAM
(upper) and SCI (below) mouse running in forced exercise wheel. B Running capacity on forced exercise wheel
at different time points (before SCI; 7 days after surgery and 46 days after surgery). Data are presented as
mean * SEM (n = 6). Significance: b p<0.05 compared to sedentary, f p<0.05 compared to before surgery or

7 days after surgery.

Figure 3. Representative images of fiber type composition in locomotor muscles and analysis of fiber type
composition. A Extensor digitorum communis (EDC), Tibialis anterior (TA) and Soleus (SOL) cryosections were
immunostained to identify Myosin heavy chain (MyHC) isoforms: MyHCSlow (type | in blue), MyHC2A (type
lla in green) co-labeled with an anti-laminin antibody to visualize myofiber boundaries (type Ilb/x
corresponding to unlabeled fibers). Scale bar=200 um. Relative distribution of MHC I, MHC lla, and MHC IlIb/x
in B EDC, C TA and D Soleus SOL. Data are presented as mean = SEM (n = 6).

Figure 4. Analysis of fiber type composition in locomotor muscles. MHC |, MHC Ila, and MHC lIb/x fiber
composition in cross sectional areas of A and B Extensor digitorum communis (EDC), C and D Tibialis (TA)
anterior and E-G Soleus (SOL). Data are presented as mean = SEM (n = 6). Significance: a p<0.05 compared to

TR group; b p<0.05 compared to SED group; c p<0.05 compared to SHAM or SCI SED group.

Figure 5. Comparison of CD31 expression and number of fibers in the skeletal muscles. Cryosections were
immunostained to visualize CD31 (green) co-labeled with an anti-Laminin antibody (in red) in Extensor

digitorum communis (EDC), Tibialis (TA) anterior and Soleus (SOL). Scale bar=200 um.

Figure 6. Analysis of endothelial cells in locomotor muscles. Capillary density in A Extensor digitorum
communis (EDC), C Tibialis (TA) anterior and E Soleus (SOL). Ratio between capillary and fiber in B EDC, D TA
and F SOL. Data are presented as mean + SEM (n = 6). Significance: b p<0.05 compared to SED group; c p<0.05
compared to SHAM or SCI SED group; d p<0.05 compared to NAIVEor SHAM TR group.
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Figure 7. Diaphragm activity at 51 days following a C2 hemisection. A Representative traces of diaphragm
raw electromyography for uninjured animals: NAIVEand SHAM groups (SED and TR) and B injured
(contralateral diaphragm and ipsilateral diaphragm) animals: SCI groups (SED and TR). Graphs show
integrated diaphragm amplitude during C spontaneous breathing and D mild asphyxia. Graphs represent the
duration of integrated diaphragm signal during E spontaneous breathing and F mild asphyxia. Data are

presented as mean = SEM (n = 6). Significance: f p<0.05 compared to ipsilateral side.

Figure 8. Analysis of fiber type composition in the respiratory muscle. A Diaphragmatic muscle cryosections
were immunostained to visualize Myosin heavy chain (MyHC) isoforms: MyHCSlow (type | in blue), MyHC2A
(type lla in green) co-labeled with an anti-laminin antibody to visualize myofiber boundaries (type Ilb/x
corresponding to unlabeled fibers). Scale bar=200 um. B-D muscle fiber cross sectional area. E Percentage of
fiber type relative in diaphragmatic muscle. Data are presented as mean + SEM (n = 6). Significance: a p<0.05

compared to TR group; f p<0.05 compared to contralateral side.

Figure 9. Analysis of endothelial cells on respiratory muscle. A Comparison of CD31 expression and number
of fibers in the diaphragm muscle. Cryosections were immunostained to visualize CD31 (green) co-labeled
with an anti-Laminin antibody (in red) in the diaphragm muscle. Scale bar=200 um. B Capillary density and C
Ratio between capillary and fiber. Data are presented as mean + SEM (n = 6). Significance: b p<0.05 compared

to SED group.
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Etude de ’intérét de I’exercice physique dans la
récupération fonctionnelle locomotrice et respiratoire
chez la souris KO Nrf2 blessee médullaire cervicale
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9 GENERALITES

9.1 NRF2ET LESIONS MEDULLAIRES

Comme déja abordé précédemment, une lésion médullaire est un événement qui
se compose de phases primaire (aigué) et secondaire (subaigué). La lésion primaire est
causée par une insulte a la moelle épiniére, entrainant la stimulation des réponses
inflammatoires et la perturbation de I'apport vasculaire de la moelle épiniére pendant
la phase secondaire. L'ischémie, l'apoptose, la nécrose, l'inflammation, le stress
oxydatif et la formation de cicatrices sont courants. Ensuite, un dysfonctionnement
temporaire ou permanent des systemes moteur, sensoriel et autonome est instauré
pendant la phase secondaire.

De nombreuses études expérimentales se sont concentrées sur les voies de
signalisation cellulaire impliquées dans la régulation de l'inflammation aprés Iésion
médullaire afin de trouver une stratégie thérapeutique.

Une de ces stratégies serait I’activation du facteur de transcription Nrf2. Considére
comme un grand protecteur de multiples organes, cette protéine est considerée comme
neuroprotectrice dans plusieurs maladies neurodégénératives comme la maladie

d'Alzheimer et la maladie de Parkinson et lors des Iésions médullaires.

9.2  Facteur de transcription Nrf2
Un des principaux acteurs des défenses antioxydantes dans notre organisme est le

facteur de transcription appelé Nuclear factor (erythroid-derived 2) -like 2 (Nrf2). Il
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appartient a la famille de protéines cap’n’collar (CNC) regroupant les protéines Nrfl,
Nrf2 et Nrf3 chez les vertébrés (120, 121). Le Nrf2 est une protéine de 606 acides
aminés chez I’homme, composée d’un domaine basique de la leucine zipper (bZIP) en
C-terminal et de 7 domaines Nrf2-ECH homology (Neh). Nehl contient le domaine
bZIP et permet la dimérisation de Nrf2 avec une protéine de la famille de
musculoaponeurotic fibrosarcoma (MAF). En condition basale, non stressée, le Nrf2
est reprimé par liaison a la protéine homodimeérique Kelch-like érythroide dérivée des
cellules avec la protéine 1 associée a I'homologie CNC (Keapl) dans le cytosol. Dans
un état quiescent, le domaine Neh2 interagit avec le Keapl. Cette interaction
fonctionne comme un adaptateur pour la dégradation de Nrf2 via Cul3 / Rbx1 en
favorisant lI'ubiquitination et la dégradation ultérieure de Nrf2 par le protéasome (122).
Le domaine Neh6 conduit a la degradation de Nrf2 dans les conditions de stress
cellulaire en se liant au domaine de liaison de la beta-transducin repeats-containing
proteins (B-TrCP). Les domaines Neh 3, 4, 5 permettent la transactivation de Nrf2 par
fixation sur les séquences promotrices de ses génes cibles, conduisant a la transcription
de plus de 200 génes cytoprotecteurs en réponse au stress oxydatif (121). Enfin, le
dernier domaine, Neh7, interagit avec le domaine de liaison a I’ADN au récepteur X
rétinoique o (RXR a) pour inhiber I’activation de Nrf2. En réponse a un stimulus
oxydatif ou électrophile, les résidus de cystéine sur Keapl sont modifiés. Ce
mécanisme joue un role important car il est participe a de nombreuses fonctions
homéostatiques comme par exemple la régulation de I’inflammation, du métabolisme
redox et des proteases (123).
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En outre, le Nrf2 régule la réponse inflammatoire cellulaire. En effet, il est capable
d’inhiber la transcription des génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires de
NF-kB. Cette interaction a été observée chez la souris Nrf2 KO. Lorsque les poumons
de ces souris ont été stimulés au lipopolysaccharides (LPS), un inducteur
d’inflammation, une augmentation de la sécrétion des cytokines pro inflammatoires
(IL-1a, I'TL-1P et IL-6) issues des cellules polynucléaires comme les neutrophiles et les

macrophages (cellules du systeme immunitaire inné) a été observée (124).

9.3 Nrf2 en réponse a I’exercice aigu

Comme pour I’inflammation, 1’exercice physique est un activateur non
pharmacologique du facteur de transcription Nrf2 (Figure 20). 11 a été démontré qu’une
activation régulicre par D’exercice diminue le stress oxydatif en augmentant les
defenses antioxydantes composées d'enzymes telles que la Cat, la superoxyde
dismutase (SOD) et la GPx, et des antioxydants non enzymatiques, y compris le
glutathion (122, 125). Des eétudes in vitro utilisant des cellules musculaires
squelettiques C2C12 démontrent que Nrf2 est activé par les ROS et que cette activation
est supprimée lorsque des antioxydants, tels que la N-acétylcystéine, sont appliqués sur
des cultures cellulaires (126). Des études sur un modeéle in vivo ont demontré gu'une
seule séance d’exercice intensif chez la souris de type sauvage augmente 1'expression
du géne Nrf2 ainsi que la quantité de la protéine Nrf2 dans le muscle squelettique et
des enzymes de phase Il dépendant de ce facteur de transcription (127, 128). Il est
proposé que cet effet aigu de 1’exercice sur 1’activation de Nrf2 se traduit par une

augmentation de I'expression génique comme 1’héme oxygenase-1 (HO-1) et NAD (P)
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H quinone déshydrogénase 1 (NQO1) qui sera plus activée chez les jeunes que chez
les personnes plus agées (129, 130). De plus, des diminutions du Nrf2 cytosolique et
nucléaire ainsi que de la capacité de liaison Nrf2 / ARE liées a l'age ont été
précedemment montrées chez la souris dans le myocarde, tandis que chez le rat,
I’atténuation du contenu protéique dans le foie s’accompagne de 1’expression du géne
antioxydant dépendant de Nrf2 en réponse a exercice (131, 132).

Outre ’observation d’un effet de I’4ge dans D’expression de Nrf2, d’autres
données proposent que la forme physique puisse jouer un réle majeur dans le maintien
de la réponse Nrf2 aigué avec le vieillissement. Ainsi, une étude a démontré une
augmentation significative de I’expression génique d'ARNm de Nrf2 2h post-exercice
chez des femmes d'age moyen actives, physiquement soumises a une séance d’exercice
modéré de 30 min sur tapis roulant. En revanche, les femmes sédentaires n‘ont montré
aucune modification de I'expression genique de Nrf2 ou des cibles en réponse a

I’exercice [48].

9.4 Nrf2 en réponse a I’exercice chronique
L’activation réguliere de Nrf2 est connue pour conduire a des réponses
cumulatives de l'expression de I'ARNm (133). L'effet de I'entrainement physique
régulier sur la réponse Nrf2 a été etudié de maniére plus approfondie que l'exercice
intensif. Plusieurs études réalisées avec des modéles animaux ont montré que quelle
que soit la durée (4 a 24 semaines) ou I’intensité d'entrainement (modérée ou haute
intensité), l'activation de la signalisation Nrf2 est présente sur plusieurs tissus

comprenant les muscles squelettiques, les reins, le cerveau, le foie, les testicules, la
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prostate, et le myocarde (131, 134-137). Les données de ces études chez les animaux

démontrent que l'exercice chronique régule le contenu des protéines Nrf2 et I’activité

ﬁ Exercice aérobie

Expression de géne

Enzymes antioxydant de
antioxydant de phase Il ’

phase Il

Noyaux

Figure 20: Activation de la voie de signalisation de Nrf2 par exercice
aérobie d’aprés Done et Traustadottir (41)

des enzymes de phase Il. Chez I'hnomme, les études plus approfondies sur la
signalisation Nrf2 induite par exercice restent encore rares car des méthodes plus
invasives sont nécessaires. Cependant, une étude transversale comparant les quantités
de protéines Nrf2 et Keapl dans une seule biopsie musculaire chez des personnes agées
sédentaires et actives a montré que les personnes physiquement actives disposaient de
plus de protéines Nrf2 et un rapport Nrf2 / Keapl plus élevé (138), suggérant que
I'exercice régulier peut atténuer les changements liés a I'dge, comme cité

précedemment.
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9.5 Systéeme antioxydant dans la physiopathologie de Iésion
medullaires

Le facteur de transcription Nrf2 est considéré comme un grand protecteur de
multiples organes et joue un rdle tres important dans plusieurs maladies du systeme
nerveux central. Par exemple, il a ét¢é montré que [’utilisation d’un activateur
pharmacologique de Nrf2, le sulforaphane (SFN), induit une réduction de I'cedéme
cérébral apres un traumatisme cranien (139). Un autre activateur, comme la tert-butyl-
hydroquinone, qui induit I'expression de plusieurs genes médiés par Nrf2, s'est

également révelé neuroprotecteur contre I'ischémie cérébrale (140).
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Figure 21 : Réle de Nrf2 dans la modulation de la lésion médullaire d’aprés Pomeshchik et
collaborateurs (142).

Le Nrf2 agit donc comme un régulateur maitre de nombreux génes protecteurs. Il
peut servir de cible thérapeutique dans les conditions neurodégénératives impliquant

un stress oxydatif et inflammation, y compris les Iésions médullaires. Dans des modéles
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in vivo de lésion de la moelle épiniere par compression thoracique, les souris Nrf2 KO
présentent des déficits neurologiques, une expression de genes pro-inflammatoires (IL-
1B, IL-6) plus importante que les souris sauvages, ainsi qu’une diminution dans

I’expression des geénes antioxydants NQO1 et HO-1(Figure 21) (141, 142).

9.6  Nrf2 et lésion médullaire chez des modeles animaux

Récemment publiée, une revue de la littérature a montré que des études utilisant
des propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices de Nrf2 sont employées comme
stratégie pour améliorer 1I’inflammation aprés une lésion médullaire (143). Dans une
¢tude sur un mod¢ele de contusion médullaire chez le rat, I’activation de la voie de
signalisation Nrf2/ARE par probucol a contribué a inhiber I’inflammation et I’apoptose
neuronale (144).

Plusieurs études sur des modeles animaux ont rapporté le réle des voies de
signalisation Nrf2 de la lésion médullaire dans la récupération fonctionnelle
locomotrice. Dans ce contexte, des données montrent que les souris Nrf2 KO sont plus
sensibles a lI'inflammation induite par Iésion médullaire. Mao et coll. (141) ont étudié
les effets de Nrf2 apres contusion médullaire chez des souris de type sauvage et Nrf2
KO. A partir d’un test comportemental d’empreintes (foot print), les auteurs ont
observe un dysfonctionnement moteur sévere des membres postérieurs chez les souris
Nrf2 KO a 4 semaines aprés lésion (Figure 22). Les auteurs ont détecté comme la
principale cause de gravité des troubles neurologiques, les niveaux accrus d'IL-6 et
d'IL-1B chez les souris Nrf2 KO. Cependant la récupération fonctionnelle motrice

semble s’améliorer suite a un traitement par activateur pharmacologique de Nrf2 (144).
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Une autre etude a indigué que le sulforaphane a amélioré la fonction locomotrice, les
Iésions inflammatoires et 'cedéme de la moelle épinicre causé par Iésion chez les souris
Nrf2 KO et de type sauvage (145). Ces résultats renforcent la pertinence de

I’implication de Nrf2 dans la récupération apres lésion dans la moelle épiniére.

Ces données montrent que la contusion médullaire dans les modeles murins est

fréquemment utilisée pour investiguer les effets d’une stratégie thérapeutique (par des

Souris Souris
SAUVAGE Nrf2 KO
SHAM Lésée SHAM Lésée
.\ » &
. , ’ ,
i
W L ' A
'Y {“ ' 02 }
-'9';' \
- A \
2 \
~
Y o4 '
S &
. ootprint)
” ‘; N1 ? i Mao et
| % -9 "
4cm 4cm i

activateurs pharmacologiques). En revanche, I’implication de Nrf2 dans des modeles
d’hémisection médullaire au niveau cervical n’a pas encore été investiguée. L ’exercice
physique connu comme activateur non pharmacologique de Nrf2 a été tres peu exploré
pour son rdle dans l’inflammation et la récupération fonctionnelle post-lésion

médullaire haute. Notre modéle préclinique d’hémisection spinale cervicale au niveau
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métamérique C2, qui se distingue par une déafférentation des motoneurones
phréniques, donne la possibilité¢ d’avoir une meilleure compréhension de ’effet d’un
entrainement physique aérobie modére dans la récupération fonctionnelle motrice et

respiratoire sur des modeéles dans lequel la protéine Nrf2 a été abolie.
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10 OBJECTIF DE L’ETUDE

L’objectif de cette étude préliminaire est de montrer I’implication de la voie Nrf2
dans la mise en place de la récupération fonctionnelle motrice et respiratoire suite a un
protocole d’exercice physique de 6 semaines. Pour cela, j’ai utilisé des souris C57BL/6
de la lignée Nrf2 KO. Le méme programme d’exercice physique modéré de 6 semaines
a été utilise.

Apres la fin du protocole d’entrainement physique de 6 semaines, 1’activité

électromyographique du diaphragme a été enregistrée a 51 jours..
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11 MATERIEL ET METHODES

11.1 Modele préclinique de souris hémi-lesée medullaire Nrf2 KO
La sélection de la souche de souris knockout (Nrf2 - /-) C57BL / 6J Nrf2, fournie
par Riken BRC, a été réalisée a I'Université de Versailles-Saint-Quentin-en-Yvelines
(licence n° Apafis #2018011916127707v4). Les protocoles ont été approuveés par le
Comité d'Ethique Animale CEEA47 PELVIPHARM de I'Université de Versailles-
Saint-Quentin-en-Yvelines et le Ministere de I'Enseignement Supérieur, de la
Recherche et de I'lnnovation. Des compagnons de portée hétérozygotes Nrf2 (Nrf2 +/)

ont été utilisés comme groupe témoin.

11.2 Génotypage de souris Nrf2 KO
Pour déterminer le génotype des souris, le Kit Phire tissue Direct PCR master mix
(Thermo Fischer) a été utilisé. L’ADN d’un petit morceau de 1’oreille a été préleve afin
de déterminer le génotype de I’animal. Les acides nucléiques extraits ont €té soumis a
une transcription inverse suivie de réaction en chaine de la polymérase (RT PCR) avec
primers (NRF2-5’, lacZ, Nraf2-AS). Electrophorése en gel a été réalisé afin de

confirmer 1’invalidation du gene Nrf2 KO par lacZ.

11.3 Protocole d’exercice incrémental
Au total, 9 animaux ont ét¢ familiarisés avec le systéme de roues d’exercice forcé
(Lafayette Inst., Lafayette, IN) pendant 1 semaine (6 m/min, 10 min par jour). Apres
la période d’acclimatation, toutes les souris ont effectué un test d’exercice incrémental

adapté au systéme de roue d’exercice forcé (voir Jesus et coll (80). Pour ce faire, des
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incréments de 2 m/min toutes les 2 m/min, jusqu’a épuisement, défini comme le
moment ou les animaux étaient incapables de maintenir le rythme dans la roue ou
I’animal a cessé de courir spontanément. Une barrieére en polystyréne sur mesure a été
mise au point pour motiver I’animal a continuer a courir. Aprés un premier test
d’exercice progressif (avant la chirurgie de lésion médullaire) les souris ont été
aléatoirement séparées. Par la suite, les animaux du groupe Nrf2 KO a été réparti a des
sous-groupes sédentaires ou entrainés (SED ou TR). Aucune différence dans les
résultats des tests incrémental n’a été observée entre les sexes. Un deuxi¢me test
d’exercice incrémental a été effectu¢ 7 jours apres la chirurgie pour déterminer
I’intensité du protocole d’exercice (60% de la vitesse maximale atteinte). A la fin du
protocole d’exercice de 6 semaines, des souris sédentaires et entrainées ont effectué un
troisieme test incrémental pour évaluer leur capacité de course a 49 jours apres la

chirurgie SCI (Figure 23).

Laminectomie

cervicale 6 semaines d’exercice physique
EMG
I Diaphragmatique /
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(Roue d’exercice forcé)

4 4
1¢rtest incrémental 2¢me test incrémental 3¢me test incrémental
(Roue d’exercice forcé) (Roue d’exercice forcé) (Roue d’exercice forcé)

Figure 23 : Schéma expérimental de I’étude

11.4 Hémisection chronique C2
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La lésion spinale cervicale est obtenue en effectuant une hémisection spinale au
niveau du deuxieme segment métamérique (C2) qui interrompt de maniere unilatérale
les projections respiratoires bulbospinales avec pour conséquence une abolition de
I’activité phrénique et diaphragmatique du coté 1ésé. Le c6té controlatéral sain permet
la survie de I’animal. La fonction locomotrice est également interrompue pendant
quelques jours. Au bout d’une semaine, 1'animal retrouve une certaine mobilité. Pour
développer le modéle préclinique d’hémisection médullaire, 1’animal est anesthésiés a
I’1soflurane (Vetlurane 2.5% dans 100% O2) puis placé en decubitus ventral sur une
plague chauffante afin de maintenir sa température a environ 37,5 °C. Une fois la partie
dorsale rasée et désinfectée (bétadine puis alcool 70°x3), une incision dorsale rostro-
caudale de la peau est pratiquée, suivie d’une incision de muscles acromiotrapezius,
rhomboides et spinaux entourant la vertébre cervicale C2. Une laminectomie dorsale
au niveau de la vertebre C2 est pratiquée, puis la dure-mere est disséquée afin
d’atteindre la moelle épiniere. Une section spinale latérale sous la racine C2 est
pratiquée a I’aide d’un microscalpel. Les muscles et la peau sont ensuite recousus, puis
I’animal regoit une injection sous-cutanée d’antibiotique (Borgal 30 mg/kg) et
d’antidouleur (Buprecare 0.03 mg/kg) puis est placé dans une cage de réveil. Les
animaux sont sous surveillance constante ont accés a 1’eau et a la nourriture standard
ad libitum. Aucune détresse respiratoire postopératoire n’est observée car un seul coté
de I’animal est paralysé, le c6té épargné permet la survie. Une paralysie transitoire des
pattes avant et arriere du c6té 1ésé est observée. L'animal retrouve une certaine mobilité
apres environ une semaine.
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11.5 Protocole d’entrainement physique sur roue d’exercice forcé
L’entrainement physique a été appliqué pendant 6 semaines (1 semaine apres
chirurgie) et consistait a courir sur un systeme de roue d’exercice a 60% du deuxieme
test incrémental (7 jours apres la chirurgie de d’hémisection médullaire C2), 1 heure
par jour et 5 jours par semaine. L’intensité de 1I’entrailnement a I’exercice a été adaptée
du protocole décrit précédemment par Ferreira et coll. (81). Les souris sédentaires ont
été maintenues dans la roue non-déplacement pendant toute la durée de la session

d’exercice.

11.6  Enregistrements électrophysiologiques

Deux jours apres le troisieme test incrémental (49 jours aprés la chirurgie
d’hémisection médullaire C2), I’anesthésie a été induite utilisant ’isoflurane de 5%
dans 100% O; et maintenue tout au long de 1’expérience (2.5% dans 21% Oy par un
cone de nez. Comme 1’a déja décrit Vinit et coll. (146), I’animal a été placé a une plaque
chauffante pour maintenir une température physiologique et constante du corps. Une
laparotomie a été effectuée pour accéder au diaphragme. Les deux c6tés (ipsilateral et
controlatérala la lésion de la moelle épiniere) du diaphragme ont été testés pour leur
activité (¢lectromyographie) a I’aide d’une €lectrode d’argent de surface bipolaire faite
a la main sur le muscle pendant la respiration normaxique poikilocapnique ou
transitoire d’asphyxie 1égeére (par occlusion du nez animal pendant 15 s) (146). Les
électromyographies ont été amplifiées (Modeéle 1800; gain, 100; A-M Systems,
Everett, WA, USA) et bande pass-filtré (100 Hz a 10 kHz). Les signaux ont été

numeérisés avec un dispositif d’acquisition de données Powerlab a 8 canaux (taux
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d’acquisition : 4 k/s; AD Instruments, Dunedin, Nouvelle-Zélande) connecté a un
ordinateur et analysé a 1’aide du logiciel LabChart 9 Pro (AD Instruments, Dunedin,
Nouvelle-Zélande). Les électromyographies diaphragmatiques bilatérales ont été
intégrées (50 ms de décomposition). A la fin de I’expérience, les animaux ont été
humainement euthanasiés par le CO,, puis la perfusion intracardiaque de 0,9 % de NaCl
héparinisé (10 mL) a été realisée pour la récolte des tissus. Le segment C1-C3 de la
moelle épiniere a été disséqué et immédiatement placé pendant la nuit dans du
paraformaldéhyde froid de 4 %, puis cryoproté pendant 48h dans 30% de saccharose

(dans 0,9% de NaCl) et des échantillons ont été stockés dans un congélateur a -80°C.
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RESULTATS PRELIMINAIRES

Ces résultats preliminaires montrent que la capacité de course exprimee en
secondes (s) (Figure 24) a été diminuée dans tous les groupes avec lésion médullaire a
7 jours apres Iésion. De plus, dans les groupes lésés médullaires sédentaires, nous avons
montré une tendance a une récupération minimale de ces capacités de course 51 jours
apreés lésion dans les groupes sauvages et Nrf2 KO. Cependant, aprés 6 semaines
d'entrainement, la capacité de course était plus élevée dans les groupes entrainés y
compris dans le groupe entrainé Nrf2 KO. Cela indique que I’abolition de Nrf2

n’influence pas la récupération locomotrice apres exercice physique aérobie.
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Figure 234 : Analyse de la distance parcourue sur la roue d’exercice forcée au long de 51
jour post-lésionelle pour le groupe Naif SED n=6), Naif Ent (n=6), SHAM SED (n=6),
SHAM ENT (n=6), Lésé SED sauvage (n=6), Lésé ENT sauvage (n=6), Lésé SED Nrf2 KO
(n=5) et Lésé SED Nrf2 KO (n=4)
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Analyse de I’activité électromyographique diaphragmatique 51 jours apres
Iésion chez la souris blessée médullaire Nrf2 KO

Ce résultat préliminaire indique que la récupération de 1’activité
électromyographique diaphragmatique en respiration spontanée post-lésion médullaire
reste encore plus limitée chez la souris Nrf2 KO sédentaires en comparaison avec les
sauris sauvages (Figure 25). Cela nous donné un indice que Nrf2 joue un possible role
dans la récupération respiratoire suite a une hémisection médullaire haute. En
contrepartie, dans le groupe Nrf2 KO soumis a 6 semaines d’exercice physique
modérée, nous observons une tendance aune meilleure récupeération fonctionnelle
respiratoire. Ce résultat préliminaire nous montre que malgré ’ablation de Nrf2,
I’exercice aérobie pourrait contribuer par d’autres voies a la récupération fonctionnelle
respiratoire. Par rapport a I’activité électromyographique diaphragmatique en asphyxie
(Figure 26), les données préliminaires actuelles ne montrent aucun changement entre

les génotypes sauvages et Nrf2 KO sédentaire ou entrainé.
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Figure 25 : (A) et en asphyxie (B) 51 jours post-lésion médullaire pour le groupe Naif SED
(n=6), Naif Ent (n=6), SHAM SED (n=6), SHAM ENT (n=6), Lésé SED sauvage (n=6), Lésé
(n=6), Lésé ENT sauvage (n=6), Lésé SED Nrf2 KO (n=5) et Lésé SED Nrf2 KO (n=4)
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12 DISCUSSION

L’ensemble de ces données permet de considérer que I'entrainement physique de
faible intensité pourrait étre une bonne stratégie non invasive afin de maintenir la
plasticité des muscles locomoteurs et respiratoires apres une lésion de la moelle
épinicre cervicale. D'autre part, je reconnais que 6 semaines de d’entrainement
physique n'améliorent pas I’activité €lectromyographique du diaphragme affecté et
n’aboutissent pas a la récupération fonctionnelle respiratoire. En outre, nous sommes
un des rares laboratoires dans le monde a développer ce modeéle de lésion médullaire
cervicale chez la souris. L’hypothése de I'implication de la voie Nrf2 dans la
récupération fonctionnelle respiratoire et locomotrice nous a conduit a tester notre
protocole chez la souris Nrf2 KO. Considéré comme un grand protecteur de multiples
organes, le facteur de transcription Nrf2 joue un rdle tres important dans plusieurs
maladies du systeme nerveux central. Des données disponibles dans la littérature
montrent que le Nrf2 participe a la récupération motrice dans des modeles de contusion
chez le rat bless¢é médullaire. En revanche, I’effet de Nrf2 dans des modeles
d’hémisection au niveau cervical n’avait pas encore été investigué. Les résultats
préliminaires de cette eétude montrent une tendance a une récupération minimale de la
capacité des courses méme a 51 jours apres lésion dans les groupes sauvages et Nrf2
KO sédentaires. Cependant, aprés 6 semaines d'entrainement sur les roues d'exercice
forcée, la capacité de course était plus elevée dans les groupes entrainés y compris dans
le groupe entrainé Nrf2 KO. Cela indique que I’abolition de Nrf2 n’influence pas dans

I’amélioration de la capacité de course a long-terme. Cependant, la récupération de
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I’activité éléctromyographique diaphragmatique chez la souris Nrf2 KO sédentaire se
montre limitée en comparaison avec les souris sauvages sédentaires. Cela suggere que
Nrf2 joue un possible réle dans la récupération respiratoire suite a une hemisection
médullaire haute. En contrepartie, dans le groupe Nrf2 KO soumis a 6 semaines
d’exercice physique modérée, nous observons une tendance a une meilleure
récupération fonctionnelle respiratoire. Ce résultat préliminaire nous montre que
malgré 1’ablation de Nrf2, I’exercice aérobie pourrait contribuer par d’autres voies a la

récupération fonctionnelle respiratoire

123



13 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La perspective a court terme est de tester d’autres souris Nrf2 KO pour confirmer
si cette protéine joue dans la récupération de I’activité électromyographique, ainsi que
pour évaluer la plasticité des muscles locomoteurs et respiratoires apres une Iésion de
la moelle épiniére cervicale des souris.

Comme perspectives a plus long terme, et compte tenu de la faisabilité chez la
souris, nous envisageons d’évaluer ’effet de l’exercice sur I’inflammation et la
récupération fonctionnelle des motoneurones phréniques déafférentés de souris KO
pour Nrf2. De plus, 1’association de I’exercice chronique a d’autres traitements comme
la stimulation magnétique transcranienne répétitive (rTMS) et ’hypoxie intermittente
est envisagée pour tester son effet sur la récupération fonctionnelle respiratoire et

locomotrice dans notre mode¢le préclinique d’hémisection cervicale haute.
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Etude de différents protocoles d’exercice physique aigu
sur I’inflammation tissulaire et la bactéricidie de
macrophage alvéolaires
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14 GENERALITES

14.1 Exercice physigue et systeme immunitaire

L'adoption d'un régime d'exercice est souvent une stratégie précoce pour inverser
ou prévenir la progression des maladies. Ces effets bénéfiques qui découlent de
I'exercice sont le résultat de sa capacité a stimuler I'environnement interne et a induire
des modifications genéralisées et intégrées du métabolisme, du tonus cardiovasculaire
et de la fonction pulmonaire. Cependant, un exercice excessif qui épuise la réserve
adaptative du corps, ou la capacité a répondre positivement a un stimulus
d'entrainement, peut étre dommageable. Bien que cette réserve adaptative soit
relativement élevee chez les jeunes adultes en bonne santé, certaines conditions telles
que la fatigue, les états pathologiques, un entrainement intensif aigu ou chronique et le
manque de récupération adéquate apres l'exercice peuvent compromettre la réserve
adaptative et prédisposer les individus a un dysfonctionnement des organes induit par
I'exercice et blessure (147). Ainsi, des études ont démontré qu’il est trés important de
prendre en compte la charge (durée, intensité et fréquence) pour avoir des bénéfices.
Plussieurs donnés suggeérent que 1’exercice physique exhaustif affaiblirait le systeme

immunitaire (7).

14.2 Meécanisme de ’inflammation
Le facteur de transcription NF-«kB, est un médiateur clé de l'inflammation qui
régule de grands réseaux de genes codant pour les récepteurs des cytokines et des

molécules d’adhésion cellulaire impliquées dans le déclenchement de I'inflammation
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induite par les cytokines (148). Dans des conditions normales, NF-kB existe dans le
cytoplasme sous la forme d'un hétérotrimére qui comprend les sous-unités p50, p65 et
la sous-unité inhibitrice appelée Inhibitor of nuclear factor kappa B (IkBa) (Figure 26).
Aprés activation par certains stimuli inflammatoires, les sous-unités p50 et p65 se
transloquent dans le noyau puis se lient a la région des promoteurs de divers genes.
Cette translocation va activer et induire la transcription de plus de 400 génes impliqués
dans l'inflammation et d'autres maladies chroniques (149).

L'inflammation est un médiateur important du stress oxydatif. Les espéces
réactives de l'oxygene (ROS) ou réactives de l'azote (RNS) sont des molécules
oxydantes a double tranchant. Les ROS / RNS peuvent fonctionner comme des
effecteurs inflammatoires importants en soutenant la clairance des agents pathogenes

par le systeme immunitaire et la réparation des tissus musculaires endommageés. Ils
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peuvent également amplifier I'inflammation chronique (par exemple, pendant I'obésité)

et induire des lesions tissulaires (150).

Stimuli Stimuli
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Figure 26. Voie moléculaire de l'inflammation d’aprés Kunnumakkara et collaborateurs
(22)

14.3 Inflammation a I’exercice

L’exercice physique stimule de nombreux changements cellulaires et
moléculaires dans les tissus permettant de favoriser les réponses anti-inflammatoires,
antioxydantes et d’augmenter I'immunosurveillance qui sera discutéeci dessous. Par
exemple, la libération de I’IL-1P et de 1’ IL-6 (cytokines pro-inflammatoires) par le
muscle en exercice, induit I’augmentation des niveaux d'IL-1RA (receptor antagonist)
plasmatique au cours de la phase de récupération de I’exercice. L’IL-1RA inhibe ainsi
de maniere compétitive la signalisation de I'lL-1p qui, a son tour, diminue 1'expression

du récepteur 4 de type Toll (TLR4).
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L'exercice active les voies de production de ROS, comme la chaine de transport
d'électrons qui, dans une certaine mesure, maintient I'noméostasie en activant des voies
de signalisation de base spécifiques a la réponse adaptative.

Cependant, lors de la pratique de I'exercice physique, la demande énergétique du
systeme musculaire peut augmenter la consommation d'oxygene jusqu’a 50 fois par
rapport au repos (151). Cet apport d’oxygéne supplémentaire induit I’augmentation des
enzymes comme la xanthine oxydase, le nicotinamide, I'adénine dinucléotide, la
phosphate oxydase (NADPH oxydase) et la phospholipase A2 qui seront les actrices
principales de cette production de ROS (152). Ainsi, en réponse a l'augmentation des
ROS lors de I'entrainement physique, surtout lorsqu'il n’est pas pratiqué de manicre
intensive, le systeme enzymatique antioxydant endogene est active, ce qui régule des
enzymes telles que le glutathion peroxidase (GPx), le glutathion réductase (GR) et la
catalase (Cat). Ainsi le muscle squelettique devient le principal producteur de ROS
pendant I’exercice. Cette production aura lieu dans des cellules mitochondriales et
certaines cellules du systéeme immunitaire, tels que les macrophages, monocytes,
neutrophiles et éosinophiles (153, 154). En outre, I’augmentation de la température
corporelle et la diminution du pH dans le sang en raison de la présence du lactate
accelere la production de ROS (151). De plus, il est proposé que I'augmentation de la
méthémyoglobine dérivant des fibres musculaires endommagées pourrait interagir

avec la méthémoglobine et les peroxydes pendant la génération de ROS (154).

14.4 Immunosurveillance et exercice physique : Théorie de la courbe J
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L’immunosurveillance est une autre réponse qui participe a 1’adaptation induite
par exercice physique. En 1994 Niemman a proposé une théorie qui est
utiliseeaujourd'hui dans ce domaine, ets'appelle « Theorie de la courbe J » (Figure 27).
Son hypothese suggere que la pratique de 1’exercice physique de charge modérée
protégera un individu contre les infections des voies respiratoires hautes, tandis qu'un
exercice intense augmentera le nombre d'épisodes de ce type d’infection (6). En
contrepartie, le mécanisme immunologique a l'origine de la sensibilité aux infections
des voies respiratoires supérieures aprés un exercice physique intense n'est pas encore

décrit (7).
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Figure 27: Théorie de la susceptibilité aux infections respiratoires hautes induites

par exercice physique de charge élevé (Théorie de la curve J) d’aprés Nieman et
Wentz (7)
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14.5 Réponse immunitaire apres une séance d’exercice physique de
charge modérée

Des données disponibles dans la littérature montrent que 1’exercice physique est
un stress capable de moduler la réponse immunitaire et ainsi renforcer le lien entre
exercice et systétme immunitaire. Dans les modeles animaux et chez ’homme les
exercices aérobies modérée ou vigoureux de moins de 60 minutes, l'activité
antipathogéne des macrophages tissulaires se produit en parallele avec une
recirculation des immunoglobulines. Des cytokines anti-inflammatoires, des
neutrophiles, des cellules natural killer (NK), des cellules T cytotoxiques et de cellules
B immature, jouent toutes un rdle essentiel dans I'activité de défense immunitaire et la
santé métabolique (155-157). Les seéances d'exercices aigus mobilisent
préferentiellement les cellules NK et les lymphocytes T qui présentent une cytotoxicité
élevee et un potentiel de migration tissulaire. Les hormones de stress, qui peuvent
supprimer la fonction des cellules immunitaires, et les cytokines pro-inflammatoires,
indicatives d'une activité métabolique intense, n'atteignent pas des niveaux élevés
pendant une courte durée, lors des exercices modérés (158). Au fil du temps, ces
augmentations transitoires, peuvent améliorer I'immunosurveillance et réduire
I'inflammation, et méme dans les cas cliniques pour les personnes obéses et malades
(159, 160). En genéral, I'exercice physique répéte a une charge non élevée est
désormais considérée comme un adjuvant important du systéme immunitaire pour

stimuler I'échange continu de leucocytes entre la circulation et les tissus (155).
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14.6 Réponse immunitaire aprés une séance d’exercice physique de
charge élevée

Les reponses immunitaires a un exercice avec des charges de travail élevées sont
lices a la dysfonction immunitaire, a l'inflammation, au stress oxydatif et aux
dommages musculaires (161-163). Un paradigme classique en immunologie de
I'exercice est qu'une « fenétre ouverte » de I'immunodépression peut se produire lors

de la récupération d'une charge élevée d’exercice physique (Figure 28).

Théorie de la fenétre ouverte : Susceptibilité aux infections post-exercice
physique de charge intense

Exercice de
charge intense

"Fenétre ouverte"
3-72h

\/' Baseline

Figure 28 : Théorie de la susceptibilité aux infections respiratoire post-
exercice physique de charge intense “Fenétre ouverte” d’aprés Hackeney

(153)

La fonction des cellules NK, des neutrophiles, des cellules T et B, la production
d'lgA salivaires, la réponse d'hypersensibilité de type retardé cutane, I'expression du
complexe d'histocompatibilité 11 majeur dans les macrophages et d'autres biomarqueurs
de la fonction immunitaire sont modifiés pendant plusieurs heures par jours au cours

de la récupération aprés un exercice d'endurance prolongé et intensif (164). A la suite
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de cette immunodépression, les agents microbiens, en particulier les virus, peuvent
envahir I’hote ou étre réactivés a partir d'un état latent, conduisant a une infection et a
la maladie. Si I'exercice est répété une autre fois cela pourrait conduire a un plus grand
degré d’immunodépression et potentiellement une fenétre d'opportunité plus longue
pour I’infection (162).

D’apres les données qui montrent les différentes réponses immunitaires, par
exemple, entre un exercice de marche (considéré une charge modérée) de 30 a 45
minutes et une course de marathon de 42,2 km (une charge intense) les réponses

immunitaire post-exercice seront différentes (Figure 29) (7).

. Marathon . Exercice de marche

Hypersensibilité retardée
(DTH)

Immunoglobuline A

Systéme immunitaire
adaptative

Fonction de cellules T

Activité de cellules tueuses
(NK)
Fonction de macrophages

Explosion oxydative
(Oxydatif burst)

Systéme immunitaire
inné

Neutrophiles / lymphocytes

Cytokines

Inflammation

Stress hormonale

-5 -3 -1 1

w
v

Degré et duré du changement

Figure 29: Le contraste entre la réponse immunitaire post-exercice au
marathon et a [’exercice de marche de 30 a 45 minutes d’apres Nieman and
Wentz (7)
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14.7 Incidences des infections respiratoires hautes post-exercice
exhaustif

Depuis 1980 beaucoup d’études sont apparues sur le lien potentiel entre un
exercice prolongeé et intensif et I'augmentation du risque de maladie (165-167). En
effet, les données des études épidémiologiques indiquent que chez les marathoniens,
l'ultra marathoniens ou des personnes soumises a des entrainements trés intensif
présentaient un risque accru d’infections des voies respiratoires. En 1983 Peters et
Bateman ont mené une enquété sur 141 ultra marathoniens et 124 controles d’une
tranche d’age entre 18 et 65 ans. Les chercheurs ont constaté que I’incidence
d’infection des voies respiratoires hautes chez les ultra marathoniens était de 33%
contre 15% dans le groupe contréle (168). Plus récemment, Gleeson et ses
collaborateurs ont suivi pendant 4 mois 75 étudiants universitaires entrainés en
exercice physique d’endurance. Leurs résultats ont démontré que les épisodes
d’infection des voies respiratoires hautes pendant les 4 mois de suivi ont ¢€té plus
récurrents chez les athlétes avec une haute charge d’entrainement vs chez les athletes
avec une faible charge d’entrainement (169).

Malgre les donnees sur les incidences de convalescence par infection respiratoire
chez les personnes qui pratiquent des charges d’exercice tres élevées, les mécanismes
d'immunosuppression sont complexes, multifactoriels et comprennent des facteurs
neuroendocrinologiques et metaboliques qui affectent les facteurs innés et
métaboliques. En contrepartie, avec des modeles animaux, des recherches plus

approfondies sur ce sujet sont de plus en plus revélatrices. Des études avec ce type de
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modele, permettent d’investiguer les mécanismes de l'immunodépression. Par
exemple, récemment une étude réalisée chez le rat a démontré qu’un programme
d'entrainement de charge intense de 5 semaines, mais pas un entrainement plus court,
induit des altérations de la fonctionnalité du systeme immunitaire inné systémique dans
le sang (170). Une autre étude, cette fois avec une supplémentation d’anti oxydant,
I’Hespéridine, a amélioré la cytotoxicité des cellules NK et atténué la sécrétion de
cytokines par les macrophages stimulés, prévenu la leucocytose induite par
I'épuisement et augmenté la proportion de cellules T auxiliaires dans le thymus, le sang

et la rate (171).
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15 OBJECTIFS DE I'ETUDE

De nombreuses études ont montré que la pratique de l'exercice physique lorsqu’il
est réalisé de maniere trop intense, comporte autant de risques pour la santé que la
sédentarité absolue.

Ainsi, le but de ce travail de thése est d’étudier I’intérét de I’exercice physique
avec deux objectifs :

e Investiguer 'impact de 1’exercice exhaustif sur les réponses inflammatoires
dans le sang et les muscles chez la souris saine.
e Etudier 'impact dans les défenses antiinfectieuses respiratoires.

Pour cela, le tapis roulant a différentes charges et degrés de pente a éeté utilise
comme outil pour [D’exercice physique, L’expression génique de cytokines
inflammatoires de différents tissus a été réalisée. De plus, la bactéricidie des

macrophages alvéolaires face a une infection par S. aureus ex vivo a été évaluée.
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15.1 MATERIELS ET METHODES
15.2 Modzéle des souris soumises a I’exercice aigu répété
Des souris C57BL / 6J (males ou femelles) ont été obtenues aupres de Janvier
Labs, France. Les animaux ont été hébergés dans des cages collectives (5 chacune) de
la garderie (animalerie 2CARE, accréditation B78-423-1, France), avec acces a la
nourriture et a I'eau ad libitum avec un cycle lumiere / obscurité de 12h. Le comité pour
I'utilisation éthique des animaux (installations 2CARE) et I'Université de Versailles
Saint-Quentin-en-Yvelines ont approuvé ces expériences (protocole approuvé #

2018022817398715).

15.3 Protocole d’exercice incrémental

Vingt souris ont ete familiarisées avec le tapis roulant pendant 3 jours sur un tapis
roulant (6 m / min, 10 min chaque jour). Apres la periode d'acclimatation, les souris
ont éte séparées de facon aléatoire et puis réparties en groupes d'exercice (Exercice) ou
sans exercice (non Exercice). Toutes les souris du groupe exercice ont effectué 2 jours
d’exercice de charge intense par un protocole incrémental de course dans un période
de 24 heures entre chaque séance. Ce protocole d’exercice consistait en faire des
incréements de 3 m / min toutes les 3 min, pente de 0° jusqu'a I'épuisement, défini
comme le moment ou les animaux n'ont pas pu suivre le rythme du tapis roulant,
I'animal ayant cessé de courir spontanément. En plus, pour cette procédure, nous
n’avons pas utilis€¢ du choc ¢lectrique, seul une 1égere touche de la queue pour inciter
les souris & courir pendant toute la séance d'exercice. Deux heures aprés avoir effectué

la derniere séance du protocole d’exercice physique sur le tapis roulant, les souris ont
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été sacrifiees par CO; suivi d’une exsanguination. La description de ce protocole est

illustrée dans la Figure 30 ci-dessous.

Tapis roulant

&

C57BL/6
Non exercice et Exercice Test Test

incrémental incrémental .
Sacrifice

Figure 30: Schéma expérimental du protocole d’exercice de charge intense de courte durée

15.4 Protocole d’exercice de longue durée en pente négative -10°

Vingt-quatre souris ont été réparties en deux groupes (n = 12 chacun) : un groupe
sans exercice (Non Exercice), un groupe d'exercice (Exercice). Le protocole d’exercice
prolongé consistait en deux jours consécutifs sur un tapis roulant motorisé a 15 m /
min, pente de -10 °, pendant 2 heures, avec un intervalle de 24 heures entre chaque
seéance. Dans l'ordre, chaque séance consistait en 10 minutes d'échauffement a 7m /
min puis la vitesse était augmentee sur 2 m / min toutes les 5 min jusqu'a atteindre 15
m / min. Pour permettre I'animal d'effectuer les deux heures d'exercice physique, la
vitesse a été diminuée de 1 m / min lorsque les souris ont touché I'extrémité du tapis
roulant 10 fois sur 1 min, si la vitesse était diminuée en dessous de 9 m / min, I'animal

serait exclu de 1'étude. L’ exercice sur tapis roulant sans choc a été effectué, seul un
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Iéger toucher de la queue a été utilisé pour inciter les souris a courir pendant toute la
séance d'exercice. Bien apres avoir effectué la derniere séance du protocole d’exercice
physique sur le tapis roulant, les souris ont eté sacrifiées par CO; suivi d’une
exsanguination. La description de ce protocole est illustrée dans la Figure 31 ci-

dessous.

15.5 Protocole d’exercice de longue durée en pente de -5°

Tapis roulant

&

C57bl/6

Vitesse Vitesse
3 g 15-9 m/min 15-9 m/min
Non exercice et Exercice ﬁ 2 h de course

Figure 31: Schéma expérimental du protocole d’exercice de longue durée en pente de -10°

Seize souris ont été réparties de facon aléatoire en groupes d'exercice naif ou sans
exercice dans lesquelles ont recu (n = 8 chacun). Toutes les souris du groupe exercice
ont effectué un exercice modéré de longue durée (maximum 2 heures) dans un période
de 24 heures entre chaque séance. Pour la premicre séance d’exercice dans une pente
de —5°, le protocole d'exercice de charge modérée de longue durée consistait en régler
les vitesses a 10 m / min pendant 15 min, suivi de 15 m / min et 20 m / min pendant 15
min, puis 24 m/ min jusqu'a 2 heures ou épuisement. Pour le deuxiéme jour, 24 heures
aprés la premiére seance, le méme protocole a été réalisé. Nous avons utilisé un

protocole d’exercice sur tapis roulant sans choc électrique, seul un léger toucher de la
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queue a été utilisé pour inciter les souris a courir pendant toute la séance d'exercice.
Trente minutes apreés avoir effectué la derniére séance du protocole d’exercice physique
sur le tapis roulant, les souris ont été sacrifiées par CO; suivi d’une exsanguination. La

description de ce protocole est illustrée dans la Figure 32 ci-dessous.

15.6 Culture ex vivo des macrophages alvéolaires souris
Un lavage broncho-alvéolaire (LBA) au PBS stérile a permis la récupération des
macrophages alvéolaires. Les cellules ont été mis en culture dans du milieu RPMI
Glutamax supplémenté de 10% de sérum de veau fcetal inactive, de tampon Hepes (10

mM), de Pyruvate de sodium (1 mM) dans un incubateur humidifié maintenu a 5 % de

Tapis roulant

Pente -5°
C57bl/6 ﬁ ﬁ

2 Heures 2 Heures ﬁ Séance d’exercice

d’exercice d’exercice
t Euthanasie

Figure 32: Schéma expérimental du protocole d’exercice de longue durée en pente de -5°

Non exercice et Exercice

CO;eta 37 °C. Le jour suivant, les cellules non-adhérantes ont été retirées tandis que
les macrophages pulmonaires adhérant ont eté infectés par la bactérie Staphylococcus
aureus (S.aureus) a une MOI (multiplicity of infection) de 10 (172). Aprés une heure

dans I’incubateur a 37 °C, les cellules ont été lavées deux fois au PBS stérile pour
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éliminer les bactéries extracellulaires. Du milieu frais contenant de la gentamycine
(25ug / ml) a été ajoutée pour éliminer les bactéries extracellulaires résiduelles. Vingt-
quatre heures apres 1’infection, les cellules ont été lavées deux fois au PBS stérile et
lysées par de I’eau distillée glacée. Les Bactéries intracellulaires ont été étalées sur des
boites de géloses Trypticase soja en effectuant des dilutions en séries au 5°™. Le
comptage des unités formant des colonies (CFU) a été réalisé aprés 16 heures

d’incubation a 37 °C (Figure 33).

LBA
1.10° macrophages par souris

S. aureus intracellulaire

&

Infection Lyse cellulaire et
des macrophages compte des colonies
pendant 24h 24h

Figure 33 : lllustration du protocole d’étude de la survie des macrophages alvéolaires

15.7 Purification de ’ARN et analyse de I’expression génique par PCR
guantitative en temps réel

L’ARN total a été extrait grace au Trizol conforment au protocole du fabricant
(Thermo Fisher). La concentration totale d’ARN ainsi que sa pureté (Absorbance
260/280) ont été déterminées avec le spectrophotometre GE NanoVue (GE
Healthcare). 1 pug d’ARN total a été utilis€é pour une transcription inverse afin de

produire de I’ADNc en utilisant le kit de synthése d’ADNc Maxima First cDNA
141



synthesis (Thermo Fischer) selon les instructions du fabricant. L’ADNCc a été analysé
par PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) en présence du iTaq SYBr green gqPCR
mix dans le thermocycleur CFX96 (Bio-Rad). Les amorces oligo-nucléotidiques
specifiques de genes IL-6, TNF-a et IL-1pB, iNOS et 18S ont été congus a ’aide de
Primer-BLAST (site Web NBCI) et produits par Eurogentec. Les niveaux d’expression
de geénes ont été calculés en tant que rapport a 1’expression du geéne de référence
ribossomal 18S. Les données ont été analysées sur le Bio-Rad CFX manager 3.1 en

utilisant la méthode AACH.

Gene cible Séquences des amorces sens (5’;3’) ' Séduences des amorces antisens (5°-3)
mouse IL-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA CCAGTTTGGTAGCATCCATC
mouse TNF-a TGTCTACTCCCAGGTTCTCTT GCAGAGAGGAGGTTGACTTTC
mouse IL-1B GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTTGGGGTCCGTCAACT
mouse 18S rRNA  CTGAGAAACGGCTACCACATC CGCTCCCAAGATCCAACT

Tableau 7 : Tableau des amorces utilisées lors des analyses par gPCRs
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16 RESULTATS

16.1 Reésultats du protocole d’exercice incrémental
16.1.1 Résultats des performances
Pour ce premier résultat, nous avons voulu savoir si ce protocole d’exercice de
charge intense pourrait étre suffisamment exhaustif, et ainsi, diminuer la performance
des souris. Pour ce faire, nous avons comparé les performances du 1 et 2™ jour
d’exercice. Les résultats indiquent que ce premier protocole a été suffisamment intense
et stressant. En effet, nous observons une diminution de la performance au deuxieme

jour pour tous les groupes (Figure 34A et B).

A) B)
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-150

Jour1 Jour2

Figure 34: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans la capacité
de course des souris. A) Distance parcourue exprimée en metre (m). B) Delta de la distance
relative au jour 1 en m. b p<0.05 effet du jour. Paired t-test.

16.1.2 Analyse de [’expression génique de cytokines pro
inflammatoires
Deux heures apres la deuxiéme séance d’exercice, les animaux ont été euthanasiés

et le sang collecté, puis les muscles des pattes arriere (muscle Soléaire, Tibial antérieur)
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(muscle Soléaire, Tibial antérieur) (muscle Soléaire, Tibial antérieur) (muscle Soléaire,

Tibial antérieur) et la moelle épiniére disséqués pour la réalisation des analyses

d’expression génique de cytokines pro inflammatoires par qPCR. Pour ce premier

résultat, apres avoir collecté le sang des souris, nous avons réalisé un isolement de

cellules mononuclées sanguines (PBMC) avant de réaliser 1’analyse de cytokines

inflammatoires par qPCR (Figure 35). Cependant, nous n’avons pas observé une

altération du profil de cytokines dans les PBMC aprés avoir soumis les souris a un

protocole d’exercice intense.

Ensuite, pour le muscle Tibial antérieur et Soléaire (Figure 36), ce protocole

d’exercice de charge intense n’a pas aussi modifié le profil de cytokines pro
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Expression génique rélative
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inflammatoires souris. Le méme profil a été trouvé dans les cytokines
proinflammatoires de la moelle epiniere (Figure 37).
Cellules mononucléées sanguines periphériques
B) C)
IL-6 TNF-a IL1-B
o % ' é’_un ‘{
ﬂ u’ai.n.o . . En.u OO-Q W—

Non exercice

Figure 35: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans [’expression
génique de cytokines proinflammatoires des cellules mononuclées sanguines periphéerique (PBMCs)
analysé par PCR quantitative. Les PBMCs ont été lissés et [’ ARN total extrait. Les ARNm de A) IL-

6. B) TNF-a et C) IL1-p ont été quantifiés par RT-PCR.
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Figure 36. Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans

[’expression génique de cytokines proinflammatoires du muscle squelettique. Les muscle
Tibiales antérieur (A-C) et Soléaire (D-F) ont été lissés et I’ARN total extrait. Les ARNm
d’A et D) IL-6, B et E) TNF-a et C et F) IL1-p ont été quantifiés par RT-PCR.
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Figure 37: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans

[’expression génique de cytokines proinflammatoires de la moelle épiniere. La moelle
épinieére a été lissées et I’ARN total extrait. Les ARNm d’A) IL-6, B) TNF-a et C) IL1-
S ont été quantifiés par RT-PCR.
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16.1.3 Analyse de la bactéricidie des macrophages alvéolaires

Les macrophages alveolaires ont été prélevés lors du sacrifice a deux heures post
exercice. Ensuite ils ont été purifiés et incubés avec la bactérie pendant 24 heures.
L’intérét de cette analyse était d’investiguer si les deux séances d’exercice de charge
intense de courte durée pourraient modifier la réponse de ces macrophages face a une
infection bactérienne (Figure 38). Nous n’avons pas observé de modification de la
survie des bactéries dans les macrophages alvéolaires des animaux soumis a ce
protocole d’exercice physique.

L’ensemble des résultats pour ce protocole d’exercice de charge intense de courte
durée n’est pas suffisant pour changer 1’expression génique de cytokines

proinflammatoires au niveau systémique et tissulaire.
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Figure 38 : Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée sur la fonction
bactéricide des macrophages alvéolaires de souris ex vivo. . Les macrophages alvéolaires ont
été extraits des poumons (2 souris par n) et infectés par S. aureus a la MOI de 10. La survie
intracellulaire de S. aureus a été déterminée dans des macrophages alvéolaires 16 h aprés
’infection par dénombrement UFC (n=6 par groupe). b p<0.05 effet du traitement ¢ p<0.05
effet de [’exercice. Two-way ANOVA avec post test de Bonferroni.

16.2 Résultats du protocole d’exercice de charge modéré de longue
durée en pente négative (-10°)
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16.2.1 Résultats des performances
Les résultats indiquent que ce protocole a été assez suffisamment intense et
stressant, vu qu’il a eu une diminution de la performance au deuxiéme jour pour tous

les groupes (Figure 39A et B).
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Figure 39: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans la
capacité de course des souris. A) Distance parcourue exprimée en métre (m). B) Delta de la
distance relative au jour 1 en m. b p<0.05 effet du jour. Paired t-test.

16.2.2 Analyse de l’expression génique de cytokines pro-
inflammatoires

Aprés la fin de la deuxiéme séance d’exercice, les muscles Tibial antérieur,
Soléaire et le Long extenseur des orteils ont été collectés pour la réalisation des
analyses d’expression génique de cytokines pro inflammatoires par RT-gPCR (Figure
40). Cependant, ce protocole n’a pas modifié le profil de cytokines proinflammatoires

des souris.
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Figure 40. Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans
[’expression génique de cytokines proinflammatoires de muscle squelettique. Le muscle Tibial
antérieur (A-C), Soléaire (D-F) et Long extenseur des orteils (G-1) a été lissés et I’ARN total
extrait. Les ARNm d’A, D et G) IL-6, B, E, et H) TNF-a et C, F et I) IL1-f ont été quantifiés
par RT-PCR.

Ensuite, nous avons testé une autre méthode (ELISA) pour investiguer le contenu
protéique d’IL-6 dans le muscle post-exercice. Cependant, nous n’avons pas observé
d’altération du profil de cette cytokine pro-inflammatoire dans le muscle Soléaire et le

Long extenseur des orteils (Figure 41).
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Figure 41: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans
le contenu protéique d’IL-6 dans le muscle squelettique. Le muscle Soléaire (A) et
le Long extenseur des orteils et Long extenseur des orteils (B) a été lissés et
quantifiés par ELISA.

16.3 Résultats du protocole d’exercice de charge modéré de longue
durée en pente négative (-5°)

16.3.1 Résultats des performances
Les résultats indiquent que ce protocole a été assez suffisamment intense et

stressant, vu qu’il y a eu une diminution de la performance au deuxieme jour pour tous

les groupes (Figure 42A et B).
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Figure 42: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans la capacité de
course des souris. A) Distance parcourue exprimée en metre (m). B) Delta de la distance relative au
jour 1 en m. b p<0.05 effet du jour. Paired t-test.

16.3.2 Analyse de [’expression génique de cytokines pro-
inflammatoires

Pour I’analyse de 1’expression génique de cytokines inflammatoires par qPCR,
nous avons choisi le muscle gastrocnémien (Figure 44). Les données preliminaires
montrent une tendance a 1’augmentation de I’expression d’IL-6 (Figure 43A) et

d’iINOS (Figure 44C) chez les souris soumises au protocole d’exercice.
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Figure 43: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans [’expression
génique de cytokines proinflammatoires du muscle gastrocnemien. Les ARNm d’A) IL-6, B) TNF-«
et C) iNOS ont été quantifiés par RT-PCR.
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16.3.3 Analyse de bactéricide des macrophages alvéolaires des souris
soumises a [’exercice de charge intense de courte durée

Pour ce résultat, nous n’avons observé qu’une tendance a 1’augmentation de la
survie de bactéries dans le groupe d’animal soumis a ce protocole d’exercice de charge

modérée de longue durée (Figure 44).
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Figure 44 : Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée sur la fonction
bactéricide des macrophages alvéolaires de souris ex vivo Les macrophages alvéolaires ont été
extraits des poumons (1 souris par n) et infectés par S. aureus a la MOI de 10. La survie
intracellulaire de S. aureus a été déterminée dans des macrophages alvéolaires 16 h apres
[infection par dénombrement UFC (n=4-5 par groupe). T-test
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17 DISCUSSION

Dans cette partie de I’étude, j’ai voulu évaluer les effets stressants de deux séances
d’exercice physique d’une charge intense de courte durée (30 minutes) ou d’une charge
modérée de longue durée (2 heures) dans la réponse inflammatoire musculaire. J’ai
également testé les effets de ce type d’exercice sur la bactéricidie des macrophages
alvéolaires infectés ex vivo par Staphylococcus Aureus.

Pour le premier protocole, un exercice incrémental classifié comme un exercice
intense de courte durée a été réalise. Pour ce faire, des souris C57BL/6 ont été soumises
a deux séances d’exercice avec un intervalle de 24 heures. Cependant, il est important
de souligner qui pour tous les protocoles d’exercice, la stratégie de motivation utilisant
le choc électrique n’a été pas adopté comme le font beaucoup d’études (164, 165). En
effet, cette méthode peut produire une réponse emotionnelle, telle que I'anxiété et peut
étre nocive et causer des blessures a l'animal et entrainer des changements
métaboliques non liés a I'exercice (166, 167). Les résultats de performances obtenus
apres deux jours d’exercice montrent que ce protocole a été suffisant pour engendrer
une diminution de la capacité de course au deuxieme jour. Ensuite, des analyses de
I’expression génique de cytokines inflammatoires dans le sang et les tissus (moelle
épiniére, muscles squelettiques) ont ete realisées. Comme résultats préliminaires, a
cette intensité d’exercice, I’expression génique des cytokines pro-inflammatoires n’a
été pas altérée au niveau systémique et tissulaire. Aucune modification de la
bactéricidie des macrophages alvéolaires infectés par S.aureus n’a également été

observée. Suite de ces résultats, j’ai mis au point un autre protocole d’exercice exagéré
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pour induire une inflammation au niveau du muscle. Pour cela, un protocole d’exercice
de 2 jours de charge modérée de longue durée avec une pente négative de -10° a été
établi. Les résultats de performance ont montré une diminution de la capacité de course
au deuxieme jour. Cependant, 1I’expression genique de cytokines pro-inflammatoires
analysée par RT-PCR quantitative n’a été pas modifiée. Cela a été pareil pour le
contenu protéique d’IL6 dans le tissu musculaire analysé par ELISA. Ainsi, ces
résultats indiquent que méme avec un protocole d’exercice plus long et une évidente
fatigue physique apres deux jours d’exercice de charge intense, le délai pour avoir une
inflammation au niveau musculaire restait encore different. Malgré cela, en utilisant le
méme principe du protocole d’exercice préceédent, la pente du tapis roulant a été
modifié vers -5° pour un nouveau protocole. Cela a permis d’augmenter la performance
des animaux au cours de 2 heures de course pour chaque séance. Les résultats ont
montré qu’au niveau du stress physique, ce protocole d’exercice a éte efficace pour
réduire considérablement la capacité de course des animaux. Fait intéressant, pour cette
fois, il a été observé une tendance a 1’augmentation de la survie de S. aureus dans les
macrophages alvéolaires du groupe soumis a ce protocole d’exercice. Ces données
suggerent que 1’exercice physique pratiqué de fagon exagérée, de charge modérée de
longue durée, peut effectivement jouer un rble dans la capacité bactéricide des
macrophages alvéolaires de souris. De plus, une tendance a 1’augmentation de
I’expression génique de la cytokine IL-6 et de I’enzyme iNOS dans le muscle
gastrocnémien des souris soumises a la course a été également observée. Ces données
suggerent que la durée, mais pas la charge de la séance de 1’exercice, pourrait engendrer
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un stress plus important dans le muscle et causer une diminution de la bactéricidie des
macrophages alvéolaires a deux jours d’exercice consécutifs.

Des données de la littérature indiquent que les réponses immunitaires a un
exercice avec des charges de travail élevées, sont associées a une dysfonction
immunitaire, a I'inflammation, au stress oxydatif et aux dommages musculaires (161-
163). Les effets de I’exercice physique sur I’immunité ont largement été étudiés chez
le sujet sportif. Lors d’une séance d’exercice physique de charge intense ou prolongée,
la circulation des cellules immunitaires, comme les lymphocytes, augmente tres
rapidement et cela contribue a une inflammation et un stress oxydant systémique et
musculaire. Plusieurs études ont démontré que la pratique sportive exagérée peut
affaiblir les réponses immunitaires face aux infections, notamment respiratoires, mais
peu de données sont disponibles sur les liens physiologiques entre exercice et
immunité. La bactérie S. aureus est une bacterie Gram + qui peut causer des infections
asymptomatiques bien que des infections virulentes peuvent toucher la peau,
I’endocarde et les voies respiratoires (173). Dans la majorité des cas, cette bactérie peut
devenir résistante aux antibiotiques. De plus, des nombreuses études ont corrélé la
convalescence causée par cette bactérie a I’immunodépression post-exercice (174,
175). Les mécanismes qui sous-tendent cette réponse ont été trés peu étudiés.
Cependant, trés recemment, une étude de notre laboratoire montre que 1’effet du SFN
dans ce mécanisme est de bloquer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires I1L-1
et TNF-a en inhibant les voies de signalisation p38 et JNK ce qui réduit 1’expression
de genes pro-inflammatoires dans les macrophages infectés et diminue la survie de
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S.aureus (176). Pour cette étude, les résultats observés indiquent que 1’exercice
exagére, dans la durée mais pas dans ’intensité, a altéré les défenses des macrophages
alvéolaires face a I’infection a S. aureus. Dans la littérature, une étude a mesuré in vivo
I’effet d’une infection virale sur la survie des souris soumis a un protocole exercice
exageré. Ce travail a étudié la survie des animaux inoculés avec le virus HIN1 apres
avoir effectué 3 jours d’exercice physique de charge modérée de longue durée. Les
auteurs ont observé que la mortalité du groupe exercice était significativement plus
élevée que celle du groupe contrble (177). Les mécanismes mis en jeu n’ont été pas
explorés. Ainsi, pour cette partie de mon étude, les résultats préliminaires sont
encourageants et poursuivre les investigations pour caractériser les effets de I’exercice
de charge exagerée sur la capacité bactéricide des macrophages alvéolaires devient un
projet pertinent.

Les lésions musculaires squelettiques résultant d'un exercice exageré sont
principalement induites par des blessures par étirement mécanique. Des résultats
d'exercice aussi dommageables des Iésions directes du sarcomeére ainsi que des lésions
de lamembrane plasmique entrainant la libération d'enzymes musculaires, telles que la
créatine kinase (CK), dans le plasma (178, 179). En outre, les lésions musculaires
squelettiques induisent une réponse inflammatoire a la nécrose musculaire qui se
traduit par I'activation et la migration des cellules immunitaires. Bien que cette réponse
soit importante pour la régénération musculaire apres un exercice normal, un exercice
excessif induit une réponse inflammatoire systémique plus importante avec la
libération d'une variété de cytokines et de chimiokines qui peuvent induire des effets
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multi-organes (180). Dans le contexte de la réponse inflammatoire systémique et
tissulaire, tous les protocoles d’exercice employés dans cette étude n’ont été pas
suffisamment stressants. Dans la littérature, IL-6, TNF-a et IL-1p jouent des fonctions
spécifiques dans les mécanismes d’inflammation post-exercice. Par exemple, 1’IL-6 est
généralement considéré comme une cytokine stimulée par I’inflammation. Son rdle
principal dans ce cas est de stimuler le cortisol qui a son tour va entrainer la sécrétion
de cytokines anti-inflammatoires telles quelles IL-10 et IL-1ra et inhiber I’expression
de TNF-a (181-183). Le TNF-a joue un important role pour I’activation de
I’hyperalgésie causée par I’exercice extréme. Il va induire la production d’IL-1f via la
sécrétion de prostaglandines. Ainsi, I’étude du ratio entre 1L-10 et TNF-a est proposée
pour vérifier 1’état inflammatoire post-exercice (184). Une étude a démontré que
I’expression des cytokines IL-10 et TNF-a sont augmentées bien apres la période post-
exercice (185). Dans notre étude préliminaire, méme en absence d’analyse de cytokines
anti-inflammatoires, il n’a été pas observé d’altération de 1’expression d’IL-6, de TNF-
o et d’IL-1P entre souris soumise a 1’exercice et les témoins. Pourtant, il serait
intéressant d’analyser également les cytokines anti-inflammatoires pour pouvoir
definir plus précisément dans quel état inflammatoire se trouvent nos souris.

Un autre point important qui doit étre abordé pour la compréhension de ces
résultats, est le délai d’apparition de cette réponse inflammatoire induite par exercice
exageére. Il est bien documenté qu’une seule séance d’exercice est capable d’induire
des phénomenes tels que les lésions musculaires et I'inflammation en rapport avec une
leucocytose post-exercice (186) (Malm, 2001). De plus, lorsque 1’exercice exagéré est
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pratiqueé de maniére courante, cette inflammation peut éventuellement conduire a des
Iésions multi-organes (178). D’autres questions sur le role des différents types
d'exercice, la charge ou l'intensité de I'exercice, le manque de périodes de récupération
dans l'inflammation transitoire et le lien potentiel entre les Iésions tissulaires restent
encore sans réponse. Dans notre étude, basée sur I’hypothése de la « fenétre ouverte »,
les protocoles ont été congus avec I’hypothese que deux séances d’exercice physique
dans un intervalle de 24 heures seraient suffisantes pour déclencher des réponses
inflammatoires. Cette hypotheése n’a été pas confirmée. En contrepartie, une tres
récente ¢tude établissant un modeéle d’exercices répétitifs d’endurance pendant 7 jours
de course sur tapis roulant chez le rat, et étudiant les dommages causés sur plusieurs
organes, renforcent cette discussion des résultats. Liao, P. et coll. (2020) ont trouvé que
morphologiquement, 7 jours d’exercice répétitif provoquent une destruction
structurelle des tissus et une infiltration de cellules inflammatoires dans les muscles
squelettiques et de nombreux organes viscéraux. De plus, ils ont trouvé des
modifications quantitatives des leucocytes, des érythrocytes et des plaguettes, ainsi que
des modifications de la concentration des facteurs inflammatoires sanguins (187).

Compte tenu des avancées récentes a propos de I’effet inflammatoire et
iImmunodépresseur de 1’exercice physique exagére, comparables aux résultats observés
dans ce travail de these, s’ouvre une intéressante fenétre d’opportunité a ce sujet. Une
étude de caractérisation des mécanismes de la capacité bactéricide des macrophages
alvéolaires et ses liens avec la réponse inflammatoire induits par 1’exercice physique
exagére est envisagee dans le laboratoire.
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18 CONCLUSION ET PERSPECTIVE

En conclusion de ce travail en cours, I’inflammation post-exercice exageéré
n’était pas présente avec les protocoles réalises. Les résultats préliminaires suggérent
que cette réponse peut étre plus complexe et d’autres études cinétiques sont nécessaires.
Les résultats préliminaires obtenus pour la bactéricide des macrophages alvéolaires
suggerent un effet délétere de I’exercice aigu de charge intense. Ainsi, d’autres
expériences sont nécessaires. En effet, d’autres stratégies seraient envisageables,
comme par exemple, tester I’effet d’un activateur du Nrf2 comme le sulforaphane
(SFN). Cette stratégie pharmacologique pourrait étre utile pour atténuer un éventuel
effet sur la capacité bactéricide des macrophages alvéolaires induit par des charges
intenses d’exercice. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer le lien entre
la réponse inflammatoire systemique et les propriétés fonctionnelles des macrophages

alvéolaires.

La perspective a court terme pour cette étude est de réaliser une autre campagne
d’exercice aigu de charge intense chez la souris sauvage C57BL/6 avec un traitement
pharmacologique de SFN en gavage. Ainsi, des expériences par PCR quantitative
seront réalisées prochainement pour déterminer le profil de cytokines anti et pro-
inflammatoires au niveau tissulaire et systémique et en immunofluorescence pour
analyser D’infiltration de cellules immunitaires dans le muscle squelettique lors de

protocole d’exercice aigu de charge intense.
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La perspective a long terme, est de réaliser une étude cinétique pour augmenter
la compréhension sur les infections des voies respiratoires hautes qui sont tres
fréquentes chez les personnes qui se soumettent régulierement a des efforts exagerés

par exercice physique.
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19 CONCLUSION GENERALE

Une Iésion de la moelle épiniere entraine des déficits neuromoteurs permanents
qui modifient la vie en raison de la capacité de récupération limitée du systeme nerveux
central. Lorsque la blessure est située au niveau cervical, les fonctions sensori-motrices
en dessous du site de la Iésion sont perdues et I’insuffisance respiratoire permanente
est induite. Pour 1’étude de cette pathologie, le rat est le modeéle plus utilisé.
Néanmoins, la faible disponibilité des spécimens génétiqguement modifiés chez le rat
limite son utilisation. Recemment, le modéle de lésion médullaire cervicale a été étudié
chez la souris pour évaluer la récupération post-traumatique locomotrice spontanée et
la récupération des muscles respiratoires. Les études moléculaires sont importantes
pour améliorer les connaissances sur les mecanismes impliqués dans la lesion
médullaire cervicale. Ainsi, les modeles développés chez la souris, avec un grand
nombre disponible de souches génétiquement modifiées, peuvent étre utilisés pour
déchiffrer les interactions moléculaires et cellulaires.

La premiére partie de mon travail de these a consisté a démontrer la faisabilité de
I’utilisation d’un modele souris d’hémisection cervicale de la moelle épiniere pour
¢tudier I'impact de I’entrainement physique sur la plasticitét des muscles
locomoteurs/respiratoires. Les résultats obtenus montrent que le test incrémental est
applicable pour évaluer la capacité de course chez la souris avec des lésions cervicales
de la moelle épiniére. L’entrainement aérobie améliore la microcirculation des muscles
locomoteurs. Notre protocole a également jouée un rdle favorable dans la modification

du type de myofibres de diaphragme et le développement de la microcirculation
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diaphragmatique aprés hémisection cervicale de moelle épiniere. L’intensité employée
dans notre protocole d’exercice physique de 6 semaines n’a pas été suffisante pour
induire une amélioration de la fonction respiratoire aprés hémisection cervicale de
moelle épiniére. Néanmoins, ces données permettent de considérer que I’entrainement
aérobique pourrait étre une bonne stratégie non invasive a utiliser afin de maintenir la
plasticité locomotrice et respiratoire musculaire suite a une lésion médullaire cervicale.
Les résultats préliminaires de cette étude montrent une tendance a une récupeération
minimale de la capacité de course méme a 51 jours apres lésion dans les groupes
sauvages et Nrf2 KO sédentaires. Aprés 6 semaines d'entrainement, la capacité de
course était plus élevée dans les groupes entrainés, y compris dans le groupe entrainé
Nrf2 KO. Cela indique que 1’abolition de Nrf2 n’influence pas dans I’amélioration de
la capacité de course a long-terme. Cependant, la récupération de [I’activité
électromyographique diaphragmatique chez la souris Nrf2 KO sédentaire reste limitee
en comparaison des souris sauvages sédentaires.

La deuxieme partie de mon travail de theése concerne 1’¢tude de différents types
d’exercice de haute intensité sur I’inflammation systémique et 1’activité bactéricide des
macrophages alvéolaires de souris saines.

Plusieurs études ont démontré qu’il est important de prendre en compte la charge
(durée, intensité et fréquence) de 1’exercice pour obtenir des effets benéfiques sur
I’inflammation par exemple. En effet, des données montrent que I’exercice physique
exhaustif présenterait des effets delétéres en affaiblissant le systeme immunitaire.
L’immunosurveillance participe a 1’adaptation induite par exercice physique. Une
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hypothése suggére que la pratique de 1’exercice physique de charge modérée protege
un individu contre les infections des voies respiratoires hautes, tandis qu'un exercice
intense augmentera le nombre d'épisodes infectieux. Les résultats préliminaires de
notre étude suggerent que I’exercice de haute intensité n’entraine pas d’inflammation
chez la souris. Cependant, la réponse a ce type d’exercice pourrait étre plus complexe
et d’autres études cinétiques sont nécessaires. Les résultats préliminaires obtenus pour
la bactéricide des macrophages alvéolaires suggerent un effet délétére de 1’exercice
aigu de charge intense. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer le lien
entre la réponse inflammatoire systémique et les propriétés fonctionnelles des
macrophages alvéolaires.

Les résultats obtenus pendant ces 3 ans de thése renforcent I’importance de
I’utilisation de I’exercice physique comme outil pour investiguer les mécanismes
impliqués dans des situations physiologiques et pathologiques. Ainsi, les résultats
obtenus pour I’étude des effets de 1’exercice dans un modéle d’hémisection cervicale
de la moelle épiniéere chez la souris pourraient contribuer a améliorer les connaissances
sur la physiopathologie des lésions médullaires et ouvrir de nouvelles perspectives de
stratégies thérapeutiques. Les travaux sur les souris Nrf2 KO et sur I’effet immuno-

modulateur de 1’exercice physique restent a compléter.
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Publication : Journal of Human Hypertension, 2020, p. 1-3.

Avec 4 milliards de personnes en confinement dans le monde, I'épidémie de COVID-
19 peut entrainer une sédentarité excessive, en particulier dans la population de sujets
vulnérables et handicapés. Le but de ce manuscrit était d’aborder les effets bénéfiques
cardiovasculaires et immunitaires des interventions d'exercice dans les maladies

chroniques, notamment le diabéte de type 2 et I'hypertension artérielle.
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With 4 billion people in lockdown in the world, COVID-19 outbreak may result in excessive sedentary time, especially in
the population of vulnerable and disabled subjects. In many chronic disorders and diseases including type 2 diabetes mellitus
and hypertension, cardiovascular and immune beneficial effects of exercise interventions should be reminded.

Direct metabolic and endocrine link between type 2 diabetes
mellitus (T2DM), hypertension, and coronavirus SARS-
CoV-2 disease (COVID-19) was recently reported [1]. It is
also important to note that with 4 billion people in lock-
down in the world, COVID-19 outbreak may result in
excessive sedentary time, especially in the population of
vulnerable and disabled subjects. Indeed, this population
is very dependent on the caregivers in charge of their
rehabilitation, since the trip to the patients’ homes may be
made more difficult during the outbreak. In many chronic
disorders and diseases including T2DM and hypertension,
cardiovascular, metabolic and immune, beneficial effects
of exercise interventions have been reported [2, 3]. The
intensity, volume, and mode of exercise may exert different
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, of the
autonomous nervous system and of the resulting immu-
noregulatory hormones that influence immune response.
Exercise interventions may affect susceptibility to infection,
as they were shown to modify monocytes and lymphocytes
distribution, phenotype and cytokine production.

As observed in many other chronic disorders and dis-
eases including atherosclerosis and cardiovascular disease,
chronic obstructive pulmonary disease, obesity, and insulin
resistance, T2DM is characterized by systemic inflamma-
tion and oxidative stress [4]. Animal models have shown
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that inflammatory cytokines expressed in adipose tissue
were involved in obesity-linked insulin resistance. Recently,
macrophages were defined as key cells of innate immunity
able to regulate metabolic homeostasis and inflammation
[5]. They express different anti or pro-inflammatory phe-
notypes modulating inflammation in metabolic tissues
involved in glycemic homeostasis like adipose tissue, liver,
pancreas and skeletal muscle. Recently, growing evidences
suggest the role of immune system in hypertension and
the contribution of immune cells, cytokines, and innate
and adaptative immunity in experimental models of
hypertension [6]. Angiotensin II, a key hormone of the
renin-angiotensin system, is involved in the link between
metabolic and immune response in hypertension through
the activation of immune cells [7]. Although inflammation
plays a central role in the development of T2DM or ather-
osclerosis and hypertension, anti-inflammatory molecules
are not recommended in current therapeutic strategies.
Potential candidates targeting tissue-specific inflammation,
and minimizing the risks of systemic complications and/or
comorbidities, are lacking.

Moderate exercise is known to exert beneficial health
effects in patients with chronic disorders and diseases [2, 3].
A Randomized Controlled Trial was conducted to test whe-
ther an intensive lifestyle intervention (including 5-6 weekly
aerobic training sessions with 30-60 min duration, of which
2 to 3 sessions were combined with resistance training)
results in equivalent glycemic control compared with stan-
dard care in participants with T2DM [8]. In this 1-year fol-
low-up study, 73.5% of patient in lifestyle group and 26.4%
in the standard care group presented a reduction in glucose-
lowering drugs. Moreover, 56.3% of the participants in the
lifestyle group have discontinued glucose lowering medica-
tion, suggesting that exercise may be an efficient treatment.
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Fig. 1 Sch diagram repr ing known and hypothetical
links between moderate exercise interventions and infectious dis-
eases including COVID-19, inflammation, oxidative stress, and
chronic diseases. Inflammation and oxidative stress are increased by
viral infection, type 2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases, and
physical inactivity enacted by lockdown. Increased inflammation and
oxidative stress may contribute to the susceptibility of both chronic

Interleukin-6 produced by skeletal muscle during exercise
might improve glucose and lipid metabolism and exert
direct anti-inflammatory effects by an inhibition of tumor
necrosis factor alpha and by stimulating interleukin-1
receptor antagonist in patients with cardiometabolic dis-
eases [9]. In animal models, exercise was assessed to coun-
teract deleterious cardiovascular effects of anti-inflammatory
molecules like dexamethasone (i.e., capillary density
decrease in skeletal muscles and arterial blood pressure
increase). Jesus et al. [10] showed that 8 weeks aerobic
exercise training in rats prevented dexamethasone-induced
hypertension and microvascular rarefaction by increasing
antioxidant enzymes and improving the balance between
apoptotic and angiogenic proteins.

Acute and chronic effects of exercise on immune
response have been extensively studied in athletes [2].
When done in excess, heavy exercise is associated with
increased risk of illness, attributed to immune dysfunction.
Increased inflammatory biomarkers and increased risk of
upper respiratory tract infections were observed after acute
bouts of intense and prolonged exercise in athletes. During
the post-race period, the increased susceptibility was cor-
related to suppressed salivary immunoglobulin A output,
decreased natural killer cell activity and reduced T- and B-
cell function. At the opposite, moderate acute and chronic
exercise-induced immune changes have been involved in
the beneficial effects of physical activity to prevent cancer

SPRINGER NATURE

(lockdown)

disease like type 2 diabetes mellitus and infectious diseases. Inflam-
mation may be the link between chronic diseases development and
comorbidity and increased susceptibility to coronavirus. Moderate
exercise interventions stimulate anti-inflammatory and antioxidant
response, and prevent many chronic diseases development and
comorbidity.

and cardiovascular diseases development [2, 3, 9]. Immune
cells in anti-inflammatory responses are linked to mito-
chondrial fatty acid oxidation [11]. Recently, improvement
of fatty acid oxidation-dependent respiration was reported
in peripheral blood mononuclear cells of healthy volunteers
with a sedentary lifestyle during low-intensity exercise [12].
Further studies are needed to assess the potential anti-
inflammatory effects of low-intensity exercise in patients
with cardiometabolic diseases. Concerning global health
beneficial effects of low volume leisure-time physical
activity, a large observational study showed that 15 min/day
for 6 days a week of low-volume activity reduced all-cause
mortality by 14%, cancer mortality by 10%, and mortality
from cardiovascular disease by 20%, compared to indivi-
duals in the inactive group [13].

In animal models of viral respiratory infection, chronic
exercise reduced illness severity, viral load and resulted in
greater anti-inflammatory effects than acute exercise during
influenza infection. Interestingly, epidemiologic data sug-
gest that moderate exercise decreases mortality and inci-
dence rate for influenza infection [14, 15]. Viral respiratory
infections, including coronaviruses, induce severe inflam-
mation, which is partially triggered by reactive oxygen
species production and dysfunction of the host’s antioxidant
defense [16]. Interestingly, exercise interventions may sti-
mulate antioxidant response, particularly via the Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) transcription factor
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that have been involved in antimicrobial defense and car-
diovascular risk in metabolic diseases [17, 18].

In this context, chronic moderate and adapted exercise
may be doubly beneficial in T2DM and cardiovascular
diseases for preventing inflammation and viral respiratory
infection, including coronavirus infection (Fig. 1). High
incidence rates of overweight and obese patients are
observed in COVID-19 intensive care units and many data
suggest that pre-existing comorbidities including hyperten-
sion, diabetes, and cardiovascular disease increase severity
and mortality rate of COVID-19. Whether exercise training
programs, as secondary preventive interventions after
healing, would confer immune protection to patients with
cardiovascular and metabolic disease compared to sedentary
controls, would deserve further investigations. The location
of the exercise training programs, indoors or outdoors,
should also be assessed.
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L'entrainement contrecarre la raréfaction microvasculaire induite par la
dexamethasone en améliorant I'équilibre entre les protéines apoptotiques et
angiogéniques chez le rat

Publication : Steroids, 2020, vol. 156, p. 108573.

Ce travail a permis d’étudier les mécanismes induits par I'entrainement physique
qui peuvent contribuer a atténuer la raréfaction microvasculaire et I'hypertension
induite par dexamethasone, un glucocorticoide non stéroidien. Des rats Wistar ont subi
un protocole d'entrainement ou ont été maintenus sédentaires pendant 8 semaines. La
dexaméthasone a été administrée au cours des 14 jours suivants et hémodynamique les
parametres ont été enregistrés a la fin. La densité capillaire et rapport capillaire / fibre
ont été obtenus dans le muscle soléaire. En outre, le facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF), l'endothélial vasculaire récepteur du facteur de croissance-2
(VEGFR-2), synthase de I'oxyde nitrique endothélial (eNOS), lymphome a cellules B
2 (Bcl-2), Bcl-2- comme la protéine 4 (Bax), les niveaux de protéine clivee p-BAX et
caspase-3 ont été analysés.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que le traitement chronique ce
glucocorticoide a augmenteé de maniére significative la pression artérielle, ce résultat a
été associée a une réduction du rapport de la vascularisation du muscle squelettique.
La réduction de la densité des vaisseaux était accompagnée a une diminution de
I’expression protéique de VEGF, du VEGFR-2, du Bcl-2, du rapport entre les protéines
Bcl-2 / Bax et p-Bax / Bax, ainsi qu'avec une augmentation de la production protéique
de la caspase-3 clivée. Pourtant, I’ensemble de ces résultats ont démontré que le
protocole de préconditionement physique a empéché la perte de microvaisseaux en
atténuant tous les changements de protéeines induit par DEX. En outre, les protéines
angiogeniques et apoptotiques étaient significativement corrélées avec la densité de
capillaires, qui, dans son tour, a été associée a la pression artérielle. Par consequent,
nous pouvons souligner que le preconditionement physique a partir de I'entrainement
physique est une bonne stratégie pour atténuer la raréfaction microvasculaire induite
par dexaméthasone dans le muscle soléaire et cette réponse implique un meilleur
équilibre entre les protéines apoptotiques et angiogéniques, ce qui peut contribuer a
I'atténuation de I'hypertension.
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ABSTRACT

This work investigated the mechanisms induced by exercise training that may contribute to attenuate dex-
amethasone (DEX)-induced microvascular rarefaction and hypertension. Wistar rats underwent training protocol
or were kept sedentary for 8 weeks. Dexamethasone was administered during the following 14-days and he-
modynamic parameters were recorded at the end. Capillary density (CD) and capillary-to-fiber ratio (C:F ratio)
were obtained in soleus muscle (SOL). Also, vascular endothelial growth factor (VEGF), vascular endothelial
growth factor receptor-2 (VEGFR-2), endothelial nitric oxide synthase (eNOS), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), Bel-2-
like protein 4 (Bax), p-BAX and caspase-3 cleaved protein levels were analyzed. DEX treatment significantly
increased blood pressure (+14%), which was associated with reduced C:F ratio (—41.0%) and CD (—43.1%).
Reduction of vessel density was associated with decreased VEGF (—15.6%), VEGFR-2 (—14.6%), Bcl-2
(—18.4%), Bcl-2/Bax ratio (—29.0%) and p-Bax/Bax (—25.4%), and also with increased caspase-3 cleaved
protein level (25%). Training, on the other hand, prevented microvessels loss by mitigating all proteins changes
induced by DEX. In addition, angiogenic and apoptotic proteins were significantly correlated with CD, which, in
turn, was associated with blood pressure. Therefore, we may point out that exercise training is a good strategy to
attenuate DEX-induced microvascular rarefaction in soleus muscle and this response involves a better balance

between apoptotic and angiogenic proteins, which may contribute for the attenuation of hypertension.

1. Introduction

Dexamethasone (DEX) is widely used in clinical medicine due to its
anti-inflammatory and antiallergic properties, but its chronic use may
cause hypertension (H), which may be associated with cardiac auto-
nomic unbalance, baroreflex alterations and skeletal muscle micro-
vessel loss [1-3]. There is a strong evidence that DEX prefers to act on
muscles containing mainly type IIb fast-twistch fibers comparing with
type I slow-twitch fibers [4] mainly because type IIb has more gluco-
corticoid receptors than type I [5]. Because of this preference, our
group and others [6-11] have shown that DEX promotes muscle
atrophy mainly in tibialis anterior (TA), plantaris and extensor digi-
torum longus (EDL) muscles (fast-twistch fibers), but not in soleus
muscle (slow-twitch). Recently, we have shown that DEX induces mi-
crovessels loss in TA [12] and in soleus (SOL) muscles [1], however, the
mechanisms involved in DEX-induced microvascular rarefaction in

oxidative muscles (soleus) are still unclear.

The maintenance of vessels density is dependent on a tight balance
between antiapoptotic proteins, like B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) and Bcl-
2-associated X protein (Bcl-x2) and apoptotic proteins, like Bel-2 in-
teracting domain death agonist (Bid), Bcl-2 homologous antagonist/
killer (Bak), Bcl-2-associated death promoter (Bad), Bel-2-like protein 4
(Bax) and a novel Bcl-2 homology 3 (BH3) containing protein (Bim). It
has been shown that Bcl-2 and Bcl-x2 proteins protect the mitochondria
by avoiding cytochrome c release, whereas, Bid, Bak, Bad, Bax and Bim
are capable to increase mitochondria permeability and release cyto-
chrome ¢, which activates the caspases cascade and culminates in
apoptosis [13-16]. On the other hand, vascular endothelial growth
factor (VEGF) is known to be a key-regulator protein of the physiolo-
gical angiogenesis [17,18] and, in addition, it has been suggested to be
a survival factor because it helps to maintain the balance between an-
tiapoptotic and apoptotic proteins [19].
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Recently we demonstrated that DEX determines loss of microvessels
in tibialis anterior muscle, which possess about 95% fast-twitch (types
I1A and IIB) fibres and only 4% to 5% slow-twitch (type I) fibers, due to
a VEGF decrease and an antiapoptotic and apoptotic factors unbalance
[12], however, the mechanism involved in DEX-induced microvascular
rarefaction in soleus, which is a slow-twitch (type I) muscle, is not to-
tally understood. Specially, the role of VEGF receptors, nitric oxide
enzyme and caspase-3 cleaved, known to be the executioner of apop-
tosis, have not been evaluated.

Exercise training (T) has been considered as a non-pharmacological
treatment of hypertension [20] and its role may be associated with
reorganization of vascular disorders, like arterioles wall-to-lumen
changes and angiogenesis [1,21-23]. Training effects in preventing
microvascular rarefaction and/or stimulating angiogenesis have been
demonstrated in spontaneously hypertensive rats (SHR) [21,23-26] and
in rats treated with DEX [1,12]. This training-induced effect has been
associated with VEGF increase and a better balance between apoptotic/
antiapoptotic proteins [1,12,23,25]. However, little is known about
molecular signaling involved in T-induced prevention of microvessel
loss in soleus muscle after chronic DEX treatment.

Therefore, the aim of this work was to investigate the mechanisms
induced by T that can contribute to attenuate DEX-induced micro-
vascular rarefaction in SOL muscle and hypertension. The hypothesis
was that T would increase VEGF and its receptor and induce a better
balance between anti-apoptotic and apoptotic proteins, thus con-
tributing to maintain microcirculation in SOL skeletal muscle, which
could help to attenuate hypertension.

2. Experimental
2.1. Animals and pharmacological treatment

Forty male Wistar rats (250-300 g) were obtained from the Center
for Research and Production Facilities of UNESP (Botucatu, SP, Brazil)
and housed in collective cages (5 each) at the Animal Facility
Maintenance from the Faculty of Science, UNESP, Bauru, SP, Brazil. All
rats received water and food (Biobase, Aguas Frias, SC, Brazil) ad li-
bitum and were maintained in dark-light cycle (12 h-12 h) with con-
trolled temperature (22 = 2 °C). All methods used were approved by
the Committee for Ethical use of Animals (CEUA) at the Sao Paulo State
University (UNESP; approved protocol #1452/2014). In order to design
a preventive experimental protocol, DEX or saline were administered
during 14 days following 8 weeks of an exercise program. Half of the
group received DEX treatment (50 pg/kg, s.c.) and the other half
(control animals) received saline (same volume as DEX) and during the
same 14 days.

2.2. Maximal physical capacity

All rats were adapted for 10 days on a treadmill (5-15 m/min, 5 min
each day) and exposed to a maximal physical capacity test (Tmax),
following a published protocol [27]. In summary, all rats performed a
test on a treadmill with increments of 5 m/min every 3 min, 0% grade
until the animal stopped running spontaneously. After 4 weeks, another
Tmax was applied in order to adjust the velocity of the treadmill to
maintain the training intensity throughout the exercise protocol. After
8 weeks of training (end of the protocol), all animals performed another
maximal test, just to evaluate the effect of training on maximal capa-
city. All sedentary animals performed a Tmax at the same time as
trained groups. Maximal test was not performed after DEX treatment
because our group has already demonstrated that DEX does not affect
maximal capacity of the rats on a treadmill or on a vertical ladder
[8,9,11].
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2.3. Groups

After Tmax, rats were distributed into 4 experimental groups: 1/
sedentary control (SC): sedentary during 8 weeks that received saline
injections during the following 14 days; 2/sedentary DEX (SD): se-
dentary during 8 weeks that received DEX injections during the fol-
lowing 14 days; 3/trained control (TC): 8 weeks of aerobic exercise
training that received daily saline injections during the following
14 days; and 4/trained DEX (TD): 8 weeks of aerobic exercise training
that received daily DEX injections during the following 14 days. All
trained animals maintained their training routine during saline or DEX
treatment. Body weight (BW) was measured weekly during training
protocol and on a daily basis during DEX treatment period.

2.4. Exercise training protocol

Exercise training program was applied during 8 weeks and consisted
of running on a treadmill at 60% of maximum physical capacity
reached at the Tmax, 0% grade, 1 h per day, as already published [27].
Sedentary rats were kept sedentary during all protocol and adapted to
the treadmill every 15 days.

2.5. Morphometric measurements

After the hemodynamic measurements, all rats were euthanized by
an overload of anesthesia (ketamine 160 mg/kg and xylazine 20 mg/kg,
Ceva Sante Animale, Paulinea, SP, Brazil). Soleus (SOL) muscle of the
rat’s right leg was removed, cleaned and immediately surrounded by
neutral talc, covered with Tissue Tech (Sakura Finetek, Torrance, CA,
USA) and dipped into nitrogen liquid. After freezing, muscle samples
were stored in a freezer at —80 °C for further processing. Adrenal
glands were also removed and weighed to evaluate DEX treatment ef-
ficacy.

All frozen material was placed in a cryostat (-20 °C) (Leica® type CM
1850 Nussloch, Germany) and transverse cuts of 5-10 pm were per-
formed. Thereafter, all slices were stained with hematoxylin-eosin (HE)
and observed using a light microscope. Analyses of capillary density
(CD) and capillary-to-fibers ratio (C:F ratio) were performed as pre-
viously published [1]. All analyses were made from four sections for
each animal, using 6-8 microscope fields measuring 137,280 um? each,
chosen from different areas of the transverse sections. To quantitate
vessels, all images were digitized using a DP Controller program
(Olympus micro DP70/DP30 BW ver. 02.01 2.0; Tokyo, Japan) with
Olympus BX50 microscope and an objective of 20x or 40x. To de-
termine C:F ratio, the average of four to six pictures were analyzed off-
line by Image.pro Plus 6.2 program. CD was determined as the number
of capillaries identified/mm?, while C:F ratio was obtained by the ratio
between capillaries and fiber numbers.

2.6. Western blotting procedures

Soleus muscle of the rat’s left leg was homogenized in RIPA buffer
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) containing 0.5 M Tris-
HCI, pH 7.4, 1.5 NaCl, 2.5% deoxycholic acid, 10% NP-40, 10 mM
EDTA, cocktail phosphatase inhibitor (0.1%, Sigma Aldrich) and 1%
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMFS). The homogenized sample was
centrifuged for 10 min at 4 °C with 10,000 rpm. The supernatant was
transferred to microcentrifuge tubes and stored in a freezer at —20 °C.
Protein concentrations were verified by Bradford method (Bio-Rad KIT,
Protein Assay Standard II, Hercules, CA, USA) with albumin as stan-
dard. The absorbance values were analyzed by a micro plate reader
(BMG Labtech, Spectro Star Nano, Ortenberg, Germany). Analysis of the
proteins was performed using western blot procedure as published [8].
Polyacrylamide gel system was used to electrophoretically separate the
proteins by size, as previously published. In summary, 50 ug of protein
were separated in a 12% polyacrylamide gel with buffer (190 mM
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glycine, 25 mM Tris, 0.1% SDS pH 8.3) for 50 min, at 200 V. These gels
were transferred to a nitrocellulose membrane in a buffer (190 mM
glycine, 25 mM Tris, 20% methanol, pH 8.3), during 2 h at 120 V.
Membranes were stained with Ponceau for verification of the protein
bands and washed in Tris-buffered saline (TBS-T, 50 mM Tris and
750 mM NaCl; pH 5.8, with 1% of Tween 20). Membranes were in-
cubated with blocking solution (albumin bovine, BSA, 3% in TBS-T) for
2 min. The SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection system (Merck-Millipore,
Darmstadt, Germany) was used to incubate the membranes during
10 min with diluted primary antibody: Vascular endothelial growth
factor receptor-2 (VEGFR-2) (Rabbit monoclonal, 1:1,000 in 3% BSA,
Cell Signaling Tech, MA, USA), VEGF (Mouse monoclonal, 1:1,000 in
3% BSA, BD Pharmingen, CA, USA), endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) (Mouse monoclonal, 1:1,000 in 3% BSA, BD Pharmingen, CA,
USA), Bcl-2 (Rabbit polyclonal, 1:500 in 3% BSA, Cell Signaling Tech,
MA, USA), Bax (Rabbit polyclonal, 1:500 in 3% BSA, Cell Signaling
Tech, MA, USA), p-Bax (Rabbit polyclonal, 1:1,000 in 3% BSA, Byorbyt,
Cambridge, UK), caspase-3 cleaved (Rabbit polyclonal, 1:1,000 in 3%
BSA, Cell Signaling Tech, MA, USA) and glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (anti-GAPDH, 1:1,000 in 3% BSA, R & D
Systems, MN, USA). Then, they were washed 3x10 min with TBS-T,
incubated for 10 min with the respective secondary antibodies (anti-
mouse or anti-rabbit, accordingly, in 1% BSA). In a sequence, antibody
was detected through a chemiluminescence reaction (Super Signal Pico,
Pierce, IL, USA) and the blots were visualized on X-ray film. The bands
were analyzed by a computer program (Scion Image, Corporation, Beta
4.02, Houston, TX, USA).

2.7. Hemodynamic measurements

On the last day of DEX treatment, rats were anesthetized with ke-
tamine 80 mg/kg and xylazine 7 mg/kg (Ceva Sante Animale, Paulinea,
SP, Brazil) and a polyethylene catheter was inserted into the carotid
artery for arterial pressure (AP) recording. After 24 h, AP and heart rate
(HR) were recorded during 30 min using a pressure transducer
(DPT100, Utah Medical Products Inc., Midvale, UT, USA) connected to
the catheter that sent the signal to an amplifier (Quad Bridge Amp, AD
Instruments, NSW, Australia) and then to an acquisition board
(PowerLab 4/35, AD Instruments, NSW, Australia). During the re-
cording period, animals were kept in individual cages in a quiet room.
Systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP) and
mean arterial pressure (MAP) were recorded.

2.8. Statistical analysis

Results are presented as mean * standard error of the mean (SEM).
Two way analysis of variance (ANOVA) was used, considering training
as one factor and treatment as the other factor. Student’s t test was used
for comparisons between two groups (maximal physical capacity).
When interactions were found, Tukey post-hoc was adopted. Pearson
correlation test was used to associate protein level and CD and also for
CD and MAP. The significance level was setatp < 0.05.

3. Results
3.1. Body weight

At the beginning of the protocol, all rats presented similar body
weight (BW) (265.0 + 21.1; 252.6 =+ 30.1; 255.6 =+ 22.1;
256.3 * 11.9g, for SC, SD, TC, TD, respectively). The increment of BW
throughout 8 weeks of training was similar between groups and, at the
end of this period, BW was higher than before (441.4 =+ 50.7;
401.0 + 45.1;403.6 = 47.5 and 374.3 + 27.0 g for SC, SD, TC and
TD, respectively). However, after 14 days of DEX treatment, BW of SD
group was 12% lower than SC and TD was 13% lower than TC
(p < 0.05). Adrenal gland weight of treated rats was 38% lower than
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Fig. 1. Maximal physical capacity expressed as running time (s) on a treadmill
in sedentary (n = 20) and trained (n = 20) groups. Significance: + vs se-
dentary, p < 0.05.

control rats, confirming DEX efficacy.
3.2. Maximal physical capacity

Training was effective to increase 49.3% the physical capacity of
rats, while sedentary animals presented a small decrease (—23.8%). As
shown in Fig. 1, the effect of training, evaluated as delta of seconds on a
treadmill (final Tmax vs initial Tmax), was higher in trained animals
compared with sedentary (p < 0.05). We have previously shown that
DEX treatment does not affect maximal physical capacity of the rats
[8,9,11].

3.3. Morphometric analysis

Quantitative analyses of transversal sections of SOL muscle are il-
lustrated in Fig. 2. As shown, chronic treatment with DEX significantly
reduced C:F ratio (Fig. 2A) and CD (Fig. 2B) in SD group (—41.0% vs
—43.1%, for SD vs SC, p < 0.05). Training was able to significantly
increase C:F ratio and CD (43.2% and 45.0%, for C:F ratio and CD,
respectively, compared with SC, p < 0.05) and also to prevent re-
duction in C:F ratio and CD (72.7% and 81.0%, for C:F ratio and CD
respectively, comparing TD vs SD p < 0.05).

3.4. Western blotting analysis

In order to investigate the effects of 14 days of DEX treatment after
8 weeks of training on proteins involved in VEGF signaling and apop-
tosis, a quantitative densitometry was performed: VEGFR-2, VEGF,
eNOS, Bcl-2, Bax, Bcl-2/Bax, p-Bax/Bax and caspase-3 cleaved protein
levels in SOL muscle. Fig. 3 shows that DEX treatment significantly
decreased VEGFR-2 (-14.6%, Fig. 3A), VEGF (-15.6%, Fig. 3B), Bcl-2
(-18.4%, Fig. 3D), Bcl-2/Bax ratio (-29.0%, Fig. 3F) and p-Bax/Bax
(-25.4%, Fig. 3G) compared with SC (p < 0.05). However, eNOS
(Fig. 3C) and Bax (Fig. 3E) protein levels were not significantly changed
by DEX treatment (p > 0.05). On the other hand, caspase-3 cleaved
protein level (Fig. 3H) was significantly increased in SD group (25.0%,
p < 0.05) compared with SC. However, training was able to sig-
nificantly increase VEGFR-2 (14.7%), VEGF (15.3%), Bcl-2 (21.6%),
Bcl-2/Bax ratio (26.1%) as well as p-Bax/Bax (23.7%) and prevented
the increase in caspase-3 cleaved (16.0%) when TD was compared with
SD (p < 0.05).

3.5. Hemodynamics parameters
As demonstrated in Table 1, chronic treatment with DEX sig-

nificantly increased SAP, DAP and MAP in SD, compared with SC group.
On the other hand, 8 weeks of training was effective in attenuating the
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Fig. 2. Capillary-to-fiber ratio (A) and capillary density (B) in all analyzed groups: sedentary control (SC) (n = 7), sedentary treated with DEX (SD) (n = 9), trained

control (TC) (n = 9) and trained and treated with DEX (TD) (n

increase of SAP, when TD was compared with SD. Also, TD group
presented lower DAP and MAP when compared with SD. Despite this
attenuation, SAP values were not normalized when compared with
trained control animals, as shown in Table 1. Values of HR were not
affected neither by DEX nor exercise training (p = 0.06, SC vs SD).

In order to associate proteins related to apoptosis and angiogenesis
with microvessel density, Pearson correlations were performed and
demonstrated in Fig. 4. As shown, both Bcl-2/Bax and p-Bax/Bax were
positively associated with capillary density (r = 0.406 and 0.441, re-
spectively, P < 0.05), whereas caspase-3 cleaved was negatively as-
sociated with CD (r = 0.444, P < 0.01). Additionally, VEGF and
VEGFR-2 were positively associated with CD (r = 0.487 and 0.500,
respectively, P < 0.01) and finally, capillary density was also asso-
ciated with MAP (r = 0.475, p < 0.01).

4. Discussion

The major result of the present study is that physical pre-con-
ditioning counteracts with DEX-induced imbalance of apoptotic and
angiogenic proteins in soleus muscle, which contributes to maintain
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Table 1
Hemodynamic parameters in all groups analyzed.
SAP DAP MAP HR
sC 1238 *+ 25 107.3 = 2.3 1128 + 2.0 371.6 + 10.8
SD 140.0 + 2.5* 121.6 * 2.7* 127.7 + 2.4* 386.0 + 87
TC 122.8 = 3.0 103.0 + 5.7 109.6 = 4.7 3732 + 12.6
™D 1319 #+ 2.3%+ 106.4 + 3.4+ 1149 + 2.8+ 383.6 + 10.8

Systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP), mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR). Significance: * vs control and * vs se-
dentary, p < 0.05.

microcirculation and this response may help to mitigate hypertension.

In the present study, we investigated some of the mechanisms in-
duced by DEX that could alter skeletal muscle microcirculation and if
previous exercise training would be an important strategy to attenuate
this response. Indeed, we hypothesized that changes in microcircula-
tion, induced by training, would help to ameliorate DEX-induced hy-
pertension. It is already known that DEX reduces capillary density and
increase blood pressure [1,28] and, in fact, it has been clinically used in
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Fig. 3. Representative gel and quantitative densitometry of vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR-2, A) (n = 8-9), vascular endothelial growth factor
(VEGF, B), endothelial nitric oxide synthase (eNOS, C) (n = 8-9), Bcell lymphoma 2 (Bcl-2, D) (n = 10), Bcl-2-like protein 4 (Bax, E) (n = 10), Bcl-2/Bax ratio (F)
(n = 10), p-Bax/Bax (G) (n = 10) and caspase-3 cleaved (H) (n = 10) in SOL muscle. Fifty pg of protein were loaded. Sedentary control (SC), sedentary treated with
DEX (SD), trained control (TC) and trained treated with DEX (TD). Values are expressed as % of control. Significance: * vs control and + vs sedentary, p < 0.05.
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therapies for the management of pathological angiogenesis, like tu-
mors, all lerusis, and eye di (ooceal neovascularization)
[29]. Although impartant in pathalogical situations, reduction of vessel
demsity is an unwanted side effect of DEX regular treatment and the
mechanisns responsible for chis finding are noc completely undesstond,
It is widely recognized that maintenance of muscle function, size, re-
sistance and strength is necessacy lor quality of life and the role tha
skeletal muscle microcireniation plays in muscle health is growing.
Reductions of skeletal muscle capillary density below normal values my
compromise oxygen uptake, nutrients distribution and metabolites
eliminaticn and, therefore all musde health is compromised, conse-
quently the guality of lile.

Besides most of the studies ame prtfnrmed i vitro or in ¥, dex-

, TYp = 001

induced angiogenesis [21,23,31). This present study did not show any
further incresse in VEGF of control animals after exerdse Uaining,
which was nat a surprise, since it has been demonstrated thas VEGF is
impoctant o trigger angiogenesis. but once capillary density is enough,
the lewel of VEGF protein comes back o normal [25]. This resule is in
agreement with previous publicadons in trained humans, It has been
demonstrated that VEGEF is important in Use initial phase of exercise
adaptation, but, when significant angiogenesis has accurred due
training, the need and importance of this mechanism become sg-
nificantly reduced [32]. However, it is important to note that excrrise
training in DEX-treated rats completely blocked the decrease of VEGF
peotein level and its receptor. Since VEGF lsas been considered 2 sur-
vival factor (as already mentioned in this discusgon), we believe thae

ametl may reduce vessel d ty by al g some of
ﬂw intrinsic or extrinsic apoptosis pathways ar both [1 14, '%u] Nor-

mally, there s a tight balance between anti-apopeotic factors and cas-
pases (the exec s of apoptosis). It has been shown that VEGF
induces Bel-2 expression via the VEGFR2, PI3K/Akr sgnaling pathway
and Bel-2 has the ability to inhibit the activation of other prospoptotic
protein lilke Rax, Accordingly, the results of the present study showed
that chmntc treatment wllh DEX promoted an imbalance among antd-

and peoteins, as shown by decreases in VEGF,

\rmm Rrl-2, Brl 2;R.1x It was ohserved rhnr, although Bax, an
apopeotic protein, was not significantly altered after DEX
(p = 0.05), Bcl-2 procein leved, an anti-apopeotic protein, decreascd
aﬁer DEX treatment; therefore, Bel-2/Bax ratio was significantly re-
duced in sedentary treated rals when compared with sedentary noa
treated rars. it has been shown that increases af Rax induce redease of
cytochrome € from the mitochondrial outer membrane, which facik
itates the oligomerization of apaf-1 and ¢ 9 in the apor ",
thus resulting in actvation of caspase-9 [15]. Caspase-9 cleaves and
activates some effectors such as caspase 3and 7, Iting in proteolysi
and cell death [16]. We evaluated caspase-3 mainly bacimae it has heen
shown that it has a pivotal role on microvascular rrefaction.

On the other hand, VEGF plays an important tole in exercise-

the g ion of VEGF peotein level, induced by exercise training, had
an impartant mle in preventing microvascular rarefaction in DEX-
treated and trained rats. The assoclation between anglogenic proteins
and capillaries was d rated by the positive Pearson
hetween these proteins and capillary density.

Finally. it is well-known that aerobic exercise trining is efficient to
contml arterial pressure in hypertensve individuals (21,223,337, bat the
mechanisms underlying the blood pressure-lowering effect n rats
treated with DEX are not completely understood. There is some evi-
dence related tn endothelial abnormalities and superoxide production
[34-37]. Recently, our group has suggested that 8 weeks of previous
exercise training attemuated DEX-induced hypertension and the me-
chanisms may involve a better autonomic balance tw the heart asso-
cisted with improvements in skeletal muscle microcirculation (pre
veated micravasenlar rarefaction) [ 1. This present wark confirmerd this
benefit of exercise training in attenuating hypertersion and micro.
vascular rarefaction, Bven though arterial pressure is mainly main-
talned by alteratons in arterfoles structure. such as wall-to-lumen rato
and vessel wall [21,24,38.39), which was not cbserved after DEX
treatment [ 1], presention of microvascular rarefaction found in this
peesent study may be another passible mechanism that could be con-
tributing o mitigate arterial pressure after DEX treatment, This
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information is relevant since microvascular rarefaction is present in
several patients with hypertension [40,41]. In addition, some miRNA
related to capillary microvascular rarefaction, such as mi-126, mi-16
and mi-21 have been considered as target for pharmacological and non-
pharmacological hypertension treatment, such as exercise training
[42,43]. Also, it has been suggested that the elevated % of apoptotic cell
death in microvessel endothelium could be a possible mechanism for
structural microvascular rarefaction and glucocorticoid-induced hy-
pertension [28]. In the present work, we showed a significant correla-
tion between CD and arterial pressure, in agreement with a previous
study in SHR [24], indicating an association between these two vari-
ables and therefore suggesting that capillaries may have, at least, some
role in helping to control arterial pressure.

In conclusion, the results of the present study may suggest that
previous exercise training would be a good strategy to keep a better
balance between apoptotic and angiogenic proteins, which contributes
for the maintenance of the skeletal muscle microcirculation and health
and, therefore, may be valuable for the attenuation of DEX-induced
hypertension.

Acknowledgments

This study was supported by Sao Paulo Research Foundation,
FAPESP, Brazil (# 2014/23229-6 grant to SLA). 1J was a recipient of a
scholarship from Coordination for the Improvement of Higher
Education Personnel, CAPES, Brazil. NAH was a recipient of a scho-
larship from Sao Paulo Research Foundation, FAPESP, Brazil (# 2014/
18177-7) and Coordination for the Improvement of Higher Education
Personnel, CAPES, Brazil. We gratefully acknowledge Dr. André Luis
Shinohara, from the Department of Biological Sciences, Bauru School of
Dentistry, University of Sao Paulo, for providing the use of the equip-
ment to perform part of the analysis presented in this study, and also
the graduate student Mizael Pereira for all his help on the morpho-
metric analysis.

References

[1] N.A. Herrera, L Jesus, A.L. Shinohara, T.J. Dionisio, C.F. Santos, S.L. Amaral,
Exercise training attenuates dexamethasone-induced hypertension by improving
autonomic balance to the heart, sympathetic vascular modulation and skeletal
muscle microcirculation, J. Hypertens. (2016).

[2] P.B. Constantino, T.J. Dionisio, F. Duchatsch, N.A. Herrera, J.O. Duarte, C.F. Santos,

C.C. Crestani, S.L. Amaral, Exercise attenuates dexamethasone-induced hyperten-

sion through an improvement of baroreflex activity independently of the renin-

angiotensin system, Steroids 128 (2017) 147-154.

F. Duchatsch, P.B. Constantino, N.A. Herrera, M.F. Fabricio, L.P. Tardelli,

A.M. Martuscelli, T.J. Dionisio, C.F. Santos, S.L. Amaral, Short-term exposure to

dexamethasone promotes autonomic imbalance to the heart before hypertension, J.

Am. Soc. Hypertens. (2018).

[4] M.T. Falduto, S.M. Czerwinski, R.C. Hickson, Glucocorticoid-induced muscle
atrophy prevention by exercise in fast-twitch fibers, J. Appl. Physiol. 69 (3) (1985)
1058-1062 1990.

(5] N. Shimizu, N. Yoshikawa, N. Ito, T. Maruyama, Y. Suzuki, S. Takeda, J. Nakae,

Y. Tagata, S. Nishitani, K. Takehana, M. Sano, K. Fukuda, M. Suematsu,

C. Morimoto, H. Tanaka, Crosstalk between glucocorticoid receptor and nutritional

sensor mTOR in skeletal muscle, Cell Metab. 13 (2) (2011) 170-182.

M. Barel, O.A. Perez, V.A. Giozzet, A. Rafacho, J.R. Bosqueiro, S.L. do Amaral,

Exercise training prevents hyperinsulinemia, muscular glycogen loss and muscle

atrophy induced by dexamethasone treatment, Eur. J. Appl. Physiol 108 (5) (2010)

999-1007.

H. Nicastro, N.E. Zanchi, CR. da Luz, W.M. de Moraes, P. Ramona, M.A. de Siqueira

Filho, D.F. Chaves, A. Medeiros, P.C. Brum, D. Dardevet, A.H. Lancha, et al., Effects

of leucine supplementation and resistance exercise on dexamethasone-induced

muscle atrophy and insulin resistance in rats, Nutrition 28 (4) (2012) 465-471.

(8] A.G. Macedo, A.L. Krug, N.A. Herrera, A.S. Zago, J.W. Rush, S.L. Amaral, Low-
intensity resistance training attenuates dexamethasone-induced atrophy in the
flexor hallucis longus muscle, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 143 (2014) 357-364.

[9] T.J. Dionisio, J.C. Louzada, B.A. Viscelli, E.J. Dionisio, AM. Martuscelli, M. Barel,
O.A. Perez, J.R. Bosqueiro, D.T. Brozoski, C.F. Santos, S.L. Amaral, Aerobic training
prevents d nduced al insulin resistance, Horm. Metab. Res.
46 (7) (2014) 484-489.

[10] A.G. Macedo, A.L. Krug, L.M. Souza, A.M. Martuscelli, P.B. Constantino, A.S. Zago,

J.W. Rush, C.F. Santos, S.L. Amaral, Time-course changes of catabolic proteins
following muscle atrophy induced by dexamethasone, Steroids 107 (2016) 30-36.

(3]

(6]

(7.

(1]

[12]

[(13]

(14)

[15]

[16]

(17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23

[24]

[25]

(26

(271

(28]

29

(30

[31]

[32]

[33]

(34

(35

(36

(37

185

Steroids 156 (2020) 108573

AL. Krug, A.G. Macedo, A.S. Zago, J.W. Rush, C.
tensity resi training
Muscle Nerve (2015).
N.A. Herrera, L. Jesus, E.J. Dionisio, T.J. Dionisio, C.F. Santos, S.L. Amaral, Exercise
i faction, J. Cardi . Pt 1.70

Santos, S.L. Amaral, High-in-
-induced muscle atrophy,

dexameth:

training prevents dexam 1
(3) (2017) 194-201.

B.J. Padanilam, Cell death induced by acute renal injury: a perspective on the
contributions of apoptosis and necrosis, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 284 (4)
(2003) F608-F627.

M.C. Marchetti, B. Di Marco, G. Cifone, G. Migliorati, C. Riccardi, Dexamethasone-
induced apoptosis of thymocytes: role of glucocorticoid receptor-associated Src
kinase and caspase-8 activation, Blood 101 (2) (2003) 585-593.

L. Prenek, F. Boldizsar, R. Kugyelka, E. Ugor, G. Berta, P. Nemeth, T. Berki, The
regulation of the mitochondrial apoptotic pathway by glucocorticoid receptor in
collaboration with Bel-2 family proteins in developing T cells, Apoptosis 22 (2)
(2017) 239-253.

AB. Sanz, B. Santamaria, M. Ruiz-Ortega, J. Egido, A. Ortiz, Mechanisms of renal
apoptosis in health and disease, J. Am. Soc. Nephrol. 19 (9) (2008) 1634-1642.
N. Ferrara, H.P. Gerber, J. LeCouter, The biology of VEGF and its receptors, Nat.
Med. 9 (6) (2003) 669-676.

H. Roy, S. Bhardwaj, S. Yla-Herttuala, Biology of vascular endothelial growth fac-
tors, FEBS Lett. 580 (12) (2006) 2879-2887.

H.P. Gerber, V. Dixit, N. Ferrara, Vascular endothelial growth factor induces ex-
pression of the antiapoptotic proteins Bel-2 and Al in vascular endothelial cells, J.
Biol. Chem. 273 (21) (1998) 13313-13316.

G. Mancia, R. Fagard, K. Narkiewicz, J. Redon, A. Zanchetti, M. Bohm,

T. Christiaens, R. Cifkova, G. De Backer, A. Dominiczak, M. Galderisi, D.E. Grobbee,
T. Jaarsma, P. Kirchhof, S.E. Kjeldsen, S. Laurent, A.J. Manolis, P.M. Nilsson,
LM. Ruilope, R.E. Schmieder, P.A. Sirnes, P. Sleight, M. Viigimaa, B. Waeber,

F. Zannad, 2013 ESH/ESC Guidelines for the of arterial hyp ion:
the Task Force for the of arterial hy of the P Society
of Hypertension (ESH) and of the European Society of Cardiology (ESC), J.
Hypertens. 31 (7) (2013) 1281-1357.

S.L. Amaral, L.C. Michelini, Effect of gender on training-induced vascular re-
modeling in SHR, Braz. J. Med. Biol. Res. 44 (9) (2011) 814-826.

R. Coimbra, L.S. Sanchez, J.M. Potenza, L.V. Rossoni, S.L. Amaral, L.C. Michelini, Is
gender crucial for cardio ular adjustments induced by exercise training in fe-
male spontaneously hypertensive rats? Hypertension 52 (3) (2008) 514-521.

T. Fernandes, F.C. Magalhaes, F.R. Roque, M.I. Phillips, EM. Oliveira, Exercise
training prevents the microvascular rarefaction in hypertension balancing angio-
genic and apoptotic factors: role of microRNAs-16, -21, and -126, Hypertension 59
(2) (2012) 513-520.

S.L. Amaral, T.M. Zorn, L.C. Michelini, Exercise training normalizes wall-to-lumen
ratio of the gracilis muscle arterioles and reduces pressure in spontaneously hy-
pertensive rats, J. Hypertens. 18 (11) (2000) 1563-1572.

S.L. Amaral, L.S. Sanchez, A.J. Chang, LV. Rossoni, L.C. Michelini, Time course of
training-induced microcirculatory changes and of vegf expression in skeletal mus-
cles of spontaneously hypertensive female rats, Braz. J. Med. Biol. Res. 41 (5)
(2008) 424-431.

B. Hoier, Y. Hellsten, Exercise-induced capillary growth in human skeletal muscle
and the dynamics of VEGF, Microcirculation 21 (4) (2014) 301-314.

G.J. Silva, P.C. Brum, C.E. Negrao, E.M. Krieger, Acute and chronic effects of ex-
ercise on baroreflexes in spontaneously hypertensive rats, Hypertension 30 (3 Pt 2)
(1997) 714-719.

C.J. Vogt, G.W. Schmid-Schonbein, Microvascular endothelial cell death and rar-
efaction in the glucocorticoid-induced hypertensive rat, Microcirculation 8 (2)
(2001) 129-139.

P. Mirabelli, B.B. Peebo, M. Xeroudaki, M. Koulikovska, N. Lagali, Early effects of
dexamethasone and anti-VEGF therapy in an inflammatory corneal neovascular-
ization model, Exp. Eye Res. 125 (2014) 118-127.

T. Braun, W. Meng, H. Shang, S. Li, D.M. Sloboda, L. Ehrlich, K. Lange, H. Xu,

W. Henrich, JW. Dudenh AP Jp. , J.R. Challis, Early
dexamethasone treatment induces placental apoptosis in sheep, Reprod. Sci. 22 (1)
(2015) 47-59.

S. Amaral, N. P. Silveira, T. Zorn, L. Michelini, Exercise training causes skeletal
muscle venular growth and alters h d i in ly hy-
pertensive rats, 2001.

R.S. Richardson, H. Wagner, S.R. Mudaliar, E. Saucedo, R. Henry, P.D. Wagner,
Exercise adaptation attenuates VEGF gene expression in human skeletal muscle,
Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 279 (2) (2000) H772-H778.

M.C. Laterza, L.D. de Matos, I.C. Trombetta, A.M. Braga, F. Roveda, M.J. Alves,
E.M. Krieger, C.E. Negrao, M.U. Rondon, Exercise training restores baroreflex
sensitivity in never-treated hyp: patients, Hyp 49 (6) (2007)
1298-1306.

C.K. Mondo, W .S. Yang, N. Zhang, T.G. Huang, Anti-oxidant effects of atorvastatin
in dexamethasone-induced hypertension in the rat, Clin. Exp. Pharmacol. Physiol.
33 (11) (2006) 1029-1034.

S.L. Ong, JA. Whitworth, How do glucocorticoids cause hypertension: role of nitric
oxide deficiency, oxidative stress, and eicosanoids, Endocrinol. Metab. Clin. North
Am. 40 (2) (2011) 393-407 ix.

R.D. Roghair, F.J. Miller Jr., T.D. Scholz, F.S. Lamb, J.L. Segar, Coronary con-
striction to angiotensin Il is enhanced by endothelial superoxide production in
sheep programmed by dexamethasone, Pediatr. Res. 63 (4) (2008) 370-374.

S.C. Schafer, T. Wallerath, E.L Closs, C. Schmidt, P.M. Schwarz, U. Forstermann,
H.A. Lehr, Dexamethasone suppresses eNOS and CAT-1 and induces oxidative stress
in mouse resistance arterioles, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 288 (1) (2005)




I Jesus, et al.

H436-H444.

[38] R.M. Melo, E. Martinho Jr., L.C. Michelini, Training-induced, pressure-lowering
effect in SHR: wide effects on circulatory profile of exercised and nonexercised
muscles, Hypertension 42 (4) (2003) 851-857.

[39] M.J. Mulvany, Small artery deling and signil in the develop: of
hypertension, News Physiol. Sci. 17 (2002) 105-109.

[40] M. Gueugneau, C. Coudy-Gandilhon, B. Meunier, L. Combaret, D. Taillandier,

C. Polge, D. Attaix, F. Roche, L. Feasson, J.C. Barthelemy, D. Bechet, Lower skeletal
muscle capillarization in hypertensive elderly men, Exp. Gerontol. 76 (2016)

186

[41]

[42]

[43]

Steroids 156 (2020) 108573

80-88.

A. Triantafyllou, P. Anyfanti, A. Pyrpasopoulou, G. Triantafyllou, S. Aslanidis,

S. Douma, Capillary rarefaction as an index for the microvascular assessment of
hypertensive patients, Curr. Hypertens. Rep. 17 (5) (2015) 33.

L. Shi, J. Liao, B. Liu, F. Zeng, L. Zhang, hani: and th ic p ial of
microRNAs in hypertension, Drug Discov. Today 20 (10) (2015) 1188-1204.

V.J. Neves, T. Fernandes, F.R. Roque, U.P. Soci, S.F. Melo, E.M. de Oliveira, Exercise
training in hypertension: role of microRNAs, World J. Cardiol. 6 (8) (2014)
713-727.




22 ANNEXE

22.1 Activités complémentaires

Formations :

Formation réglementaire de base en chirurgie chez le rongeur de laboratoire
(22h), SOCIETE VETSALIUS

Formation expérimentation animale éthique et bientraitance, formation de
concepteurs de projets scientifiques utilisant des animaux (57h), SORBONNE
UNIVERSITE;

Du doctorant au Maitre de Conférences (Université Paris-Sud — 12 h)

Bases de la Rédaction de la thése (Université Paris-Sud - 12 h

Statistiques, Analyse de données (Université Paris-Sud - 18 h)

Détection et Gestion de la Fatigue en Entrainement Sportif (Université Paris-
Sud - 12 h)

Ethique de la Recherche' (Université Paris-Sud — 12)

Recherche documentaire et gestion informatisée des références
bibliographiques (Université Paris-Sud — 12 h)

Conférences :

Moderate training on forced exercise wheel following C2 SCI. Locomotor and
respiratory effects in mice. Conference: International Research Spinal Trust,
London, UK septembre 2019 (présentation poster).

Mise au point d’'un modeéle d’entrainement physique chez la souris blessée
meédullaire. 3¢me Congres de la SPBI, Montpellier juin 2019 (présentation

orale)
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Highlights

Highlights
°

No spontaneous recovery of diaphragm activity observed in eupneic C2 injured mice

Mild asphyxia increases diaphragm activity (injured side) after 7d post-injury (P.1.)

e Diaphragmatic EMG shows an increase in inter-burst signal from 1d P.l. to 7d P.I.

e This inter-burst signal resumes when the crossed phrenic phenomenon is activated
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Abstract

Abstract

High spinal cord injuries (SCl) lead to permanent respiratory insufficiency, and the search for
new therapeutics to restore this function is essential. To date, the most documented
preclinical model for high SCl is the rat cervical C2 hemisection. However, molecular studies
with this SCI model are limited due to the poor availability of genetically modified specimens.
The aim of this work was to evaluate the pathophysiology of respiratory activity following a
cervical C2 injury at different times post-injury in a C57BL/6 mouse model. No significant
spontaneous recovery of diaphragmatic activity was observed up to 30 days post-injury in
eupneic condition. However, during a respiratory challenge, i.e. mild asphyxia, a partial
restoration of the injured diaphragm was observed at 7 days post-injury, corresponding to the
crossed phrenic phenomenon. Interestingly, the diaphragmatic recording between 2
respiratory bursts on the injured side showed an amplitude increase between 1 to 7 days post-
injury, reflecting a change in phrenic motoneuronal excitability. This increase in inter-burst
excitability returned to pre-injured values when the crossed phrenic phenomenon started to
be effective at 7 days post-injury. Taken together, these results demonstrate the ability of the
mouse respiratory system to express long-lasting plasticity following a C2 cervical hemisection
and genetically modified animals can be used to study the pathophysiological effects on these

plasticity phenomena.
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Abstract

High spinal cord injuries (SCI) lead to permanent respiratory insufficiency, and the search for
new therapeutics to restore this function is essential. To date, the most documented
preclinical model for high SCl is the rat cervical C2 hemisection. However, molecular studies
with this SCl model are limited due to the poor availability of genetically modified specimens.
The aim of this work was to evaluate the pathophysiology of respiratory activity following a
cervical C2 injury at different times post-injury in a C57BL/6 mouse model. No significant
spontaneous recovery of diaphragmatic activity was observed up to 30 days post-injury in
eupneic condition. However, during a respiratory challenge, i.e. mild asphyxia, a partial
restoration of the injured diaphragm was observed at 7 days post-injury, corresponding to the
crossed phrenic phenomenon. Interestingly, the diaphragmatic recording between 2
respiratory bursts on the injured side showed an amplitude increase between 1 to 7 days post-
injury, reflecting a change in phrenic motoneuronal excitability. This increase in inter-burst
excitability returned to pre-injured values when the crossed phrenic phenomenon started to
be effective at 7 days post-injury. Taken together, these results demonstrate the ability of the
mouse respiratory system to express long-lasting plasticity following a C2 cervical hemisection
and genetically modified animals can be used to study the pathophysiological effects on these

plasticity phenomena.

Keywords

Mice; C2 spinal cord injury; Diaphragm EMG; Phrenic motoneuron
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1. INTRODUCTION

High cervical spinal cord injuries (SCI) lead to neuromotor deficits, including respiratory
insufficiency (Winslow and Rozovsky, 2003). For patients living with these deficits, mechanical
ventilation is necessary for survival, and only a few of them may be weaned off ventilatory
assistance. The development of new treatments aiming to ameliorate the living conditions of
these patients is critical. A good preclinical model of respiratory insufficiency is de facto
required to discover innovative efficient therapeutics that could be translated into clinics.

To date, the most studied pre-clinical model for evaluating putative therapeutics aimed to
enhance respiratory function consists in doing a spinal cord injury at the cervical segment C2
in the rat. This model is the most documented in the field, especially the C2 hemisection
(C2HS) model (Alilain et al., 2011; Golder et al., 2001; Goshgarian, 2003; Keomani et al., 2014;
Lane et al., 2009; Lee et al., 2014; Nantwi et al., 1999; Porter, 1895; Vinit et al., 2006) or the
C2 compression model (Nicaise et al., 2012; Wen et al., 2019; Wu M., 2019).

This highly reproducible model has demonstrated its usefulness in the study of several
molecular pathways such as the respiratory motor plasticity by following daily acute
intermittent hypoxia, which is mediated by modification in Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) and Tropomyosin receptor kinase B (TrkB) expression (Lovett-Barr et al., 2012) or
mTor/PTEN interaction (Gutierrez et al., 2013). Furthermore, the comprehension of a
particular neuro-anatomical reorganization named the “crossed phrenic phenomenon” (CPP)
(Goshgarian, 2003) following a cervical C2 injury still remains under investigation.

The descending respiratory pathways originate from the rostral ventral respiratory group
located in the rostro-ventral medulla (Feldman et al.,, 2013). It connects bilaterally and
monosynaptically to the phrenic motoneurons pool located between C3-C6 spinal segments

of the spinal cord in several species, such as human (Gandevia and Rothwell, 1987), cat

193



(Feldman et al., 1985; Lipski et al., 1986), rat (Alexandrov et al., 2007) and more recently
mouse (Vandeweerd et al., 2018). It also connects indirectly phrenic motoneurons via phrenic
interneurons (Lane, 2011; Lane et al., 2008; Satkunendrarajah et al., 2018). The phrenic
motoneurons project their axons through the phrenic nerves that innervate bilaterally the
diaphragm, the main inspiratory muscle.

A unilateral C2HS induces a disruption of the bulbospinal tract from one side of the brainstem
to the phrenic motoneurons innervating the diaphragm, leading to hemi-diaphragm paralysis.
The contralateral side of the C2 hemi-injury remains intact, allowing the survival and recovery
of the animal. In this model, a limited spontaneous recovery of the diaphragm activity can be
observed over time post-injury. This recovery is sustained by the CPP, which consists in the
activation of normally silent pathways crossing the spinal cord midline at the C3-C6 segmental
level and connect to the ipsilateral deafferented phrenic motoneurons (Fuller et al., 2008;
Vinit and Kastner, 2009). Strengthening the CPP pathways and providing new intraspinal
connections to the deafferented motoneurons could be the substrate for developing new
therapeutics in order to further improve the respiratory function following high SCI.

The rat model currently prevails for studying the effects of high cervical SCI because of its
similarity to the human respiratory organization (Kastner and Gauthier, 2008). However,
investigating the mechanistic approaches is limited in this model due to the poor availability
of genetically modified specimens. Interestingly, the mouse model, with an extensive number
of genetically modified strains can be used to decipher the molecular and cellular interactions.
Mice are widely used in the study of the respiratory network (Cui et al., 2016; Wu et al., 2017;
Zanella et al., 2014; Zholudeva et al., 2017) or several respiratory pathologies such as Pompe
disease (EIMallah et al., 2015) or Duchenne muscular dystrophy inducing diaphragm weakness

(Burns et al., 2019). However, few studies used the mouse model of cervical injury to study
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post-traumatic spontaneous recovery and molecular pathophysiology (Mantilla et al., 2014;
Minor et al., 2006; Nicaise et al., 2012; Satkunendrarajah et al., 2018). This emerging model
needs further in depth investigation to better understand the spontaneous respiratory
plasticity following cervical partial injury since the data pertaining to this mouse model are
scarce (Streeter et al., 2019). In this study, we propose to evaluate the effect of a cervical
spinal cord injury in C57BL/6 mouse strain on the diaphragm activity (eupnea and mild
asphyxia) at different time points (up to one month post-injury). A better understanding of
the functional effects resulting from such spinal injury could lead to a robust and reliable

model for developing efficient therapeutics aimed to improve respiratory function.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Ethics statement

All experiments reported in this manuscript were conformed to policies laid out by the
National Institutes of Health (USA) in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
and EU Directive 2010/63/EU for animal experiments. These experiments were performed on
adult C57BL/6 male and female mice (8-12 weeks old, Janvier, France). The animals were
housed in individually ventilated cages in a state-of-the-art animal care facility (2CARE animal
facility, accreditation A78-322-3, France), with access to food and water ad libitumona 12 h
light/dark cycle. These experiments were approved by the Ethics committee of the University
of Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines and complied with the French and European laws

regarding animal experimentation (Apafis #8787-2017013115226134v4).

2.2. Chronic C2 hemisection
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Animals were anesthetized with isoflurane (5% in 100% O) in a closed chamber. Anesthesia
was maintained throughout the procedure (1.5-2% isoflurane in 100% O,) through a nose cone.
Animals were placed on a heating pad and the skin and muscles above the first vertebrae were
retracted. A C2 laminectomy and a durotomy were performed. The spinal cord was ventro-
laterally hemisected just caudal to the C2 dorsal roots by using micro-scissors followed by the
use of a micro-scalpel to ensure the sectioning of all remaining fibers. The wounds and the
skin were sutured closed. Sham mice underwent the same procedures without hemisection.
The Isoflurane vaporizer was then turned off and mice received subcutaneous injections of
analgesic (buprenorphine, 375 ug/kg: Buprecare from Axience) and antibiotics (40 mg/kg

Trimethoprim and 200 mg/kg Sulfadoxin: Borgal 24%, from Virbac).

2.3. Electrophysiological recordings

A total of 72 animals were used for electrophysiological recordings. They were randomly and
evenly (50% males, 50% females) divided into 12 different groups: 1h post-injury (P.l.) (n = 6)
and 1h Sham (n =6), 1d P.l. (n = 6) and 1d Sham (n = 6), 3d P.l. (n = 6) and 3d Sham (n = 6), 7d
P.l. (n = 6) and 7d Sham (n = 6), 15d P.l. (n = 6) and 15d Sham (n = 6), 30d P.l. (n = 6) and 30d
Sham (n = 6). At corresponding times post-injury, anesthesia was induced using 5% isoflurane
in 100% O and maintained throughout the experiment (2.5% in 21% O, balanced) through a
nose cone. Animals were placed on a heating pad to maintain a physiological and constant
body temperature. A laparotomy was performed to access the diaphragm. Both sides
(ipsilateral and contralateral to the spinal cord lesion) of the diaphragm were tested for their
activity (electromyogram, EMG) using a handmade bipolar surface silver electrode on the mid-
costal part of the muscle during spontaneous poikilocapnic normoxic or transient mild

asphyxia breathing (by occlusion of the animal nose for 15 s). EMGs were amplified (Model

196



1800; gain, 100; A-M Systems, Everett, WA, USA) and band pass-filtered (100 Hz to 10 kHz).
The signals were digitized with an 8-channel Powerlab data acquisition device (Acquisition
rate: 4 k/s; AD Instruments, Dunedin, New Zealand) connected to a computer and analyzed
using LabChart 7 Pro software (AD Instruments, Dunedin, New Zealand). The bilateral
diaphragmatic EMGs were integrated (50 ms decay). At the end of the experiment, animals
were euthanized by intracardiac perfusion of heparinized 0.9% NaCl (10 mL) for tissue

harvesting.

2.4. Histological reconstitution of the extent of C2 injury

The C1-C3 segment of the spinal cord was dissected out and immediately placed overnight in
cold 4% paraformaldehyde, then cryoprotected for 48h in 30% sucrose (in 0.9% NaCl) and
frozen. Longitudinal sections (30 um thickness) were obtained with a Leica cryostat and the
extent of injury was assessed after cresyl violet staining. . Slides were then scanned with an
Aperio AT2 scanner (Leica, France) and a high resolution picture of each slide was taken to
evaluate the extent of the injury and reported on a stereotaxic transverse plane (C2). Each
injury was then digitized and analyzed with Image J software (NIH). The percentage of
damaged tissue on the injured side was calculated by reference to a complete hemisection

(which is 100% of the hemicord).

2.5. Data processing and statistical analyses

The amplitude (normalized to corresponding sham group in arbitrary units, AU) of minimally
5 double integrated diaphragm EMG inspiratory bursts during normoxia and mild asphyxia
was calculated for each animal from the injured and the intact sides with LabChart 7 Pro

software (AD Instruments). For inter-inspiratory bursts basal signal analysis during normoxia,
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the amplitude of minimal 5 basal diaphragmatic EMG signals were calculated, and the power
spectral density (PSD) analysis was realized with LabChart 7, using a specific spectral setting
(FFT size: 8K; Data window: Hamming; window overlap: 50%). At least, 5 windows of 35 ms
were calculated for each side of each animal at all time points. For Sham animals, both left
and right hemidiaphragm values were pooled together. Data were then gathered by boots of
100Hz for each animal and the mean for each group was calculated.

One-way ANOVA was performed between the different groups for the extent of injury
evaluation or between the different post-lesioned time groups of the same condition. For
diaphragmatic EMG, EMG inter-burst amplitude and PSD analysis, comparisons between
intact and injured sides, and between eupnea and asphyxia were done by Student paired t-
test. Comparisons between sham and injured animals were done by t-test. For PSD analysis,
comparisons between frequency ranges and between times post-injury were done by a 2-way
ANOVA (Tukey post hoc test).

All the data were presented as mean + SEM and statistics were considered significant when

p<0.05. SigmaPlot 12.5 software was used for all analyses.

3. RESULTS

3.1. Physiological effect

The body weight of animals within each group did not show any significant variation over time
following sham surgery or C2 SCl and was not statistically different between injured animals
(initial weight=22.8 +0.6 g vs 1d P.. =21.9+ 0.6 g; 3d P.I. =19.9+ 0.7 g; 7d P.I. =21.5 + 0.7
g; 15d P.I.=22.7+1.4g;30d P.l. =23.3 £ 1.3 g, One Way ANOVA, p=0.054) and sham animals
(initial weight = 22.8 £ 0.5 g vs injured animals initial weight, p=0.834; 1d Sham =21.1£0.6g

vs 1d P.1., p=0.372; 3d Sham =21.8 £ 0.9 g vs 3d P.l., p=0.092; 7d Sham 22.2 + 0.8 gvs 7d P.1,,
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p=0.513; 15d Sham = 22.3 £ 1.5 g vs 3d P.l.,, p=0.872; 30d Sham =253 £ 1.9 g vs 3d P.l,,

p=0.413) at corresponding time post-surgery (Table 1).

3.2. Effect on diaphragm activity during eupnea

No significant difference in injury size between all groups (1h P.l.=91.4 £ 2.7 %; 1d P.I. =90.6
+5.1%;3dP.I.=86.1+4.4%; 7d P.l.=85.5+4.6 %; 15d P.|. =94.3+ 1.4 %; 30d P..=94.4
0.6 %; p = 0.248) was observed (Figure 1A, 1B and 1C). Diaphragmatic EMGs showed a
significant decrease in diaphragm activity 1h after C2 injury (0.01 £ 0.01 A.U. vs Sham
normalized to 1.00, p<0.001). This abolition persisted until 30d P.l. (1d P.I. =0.04 £+ 0.03 A.U. ;
3dP..=0.03+0.02A.U.;7dP.[.=0.22+0.14 A.U.; 15d P.l.=0.19+0.09 A.U. ; 30d P.I. =0.30
+ 0.08 A.U.; vs Sham normalized to 1.00; p<0.001) on the injured side. At the intact side,
diaphragm EMGs showed a significant increase at 1h P.l. (2.50 + 0.38 A.U., p<0.001), 3d P.I.
(1.48 £ 0.15 A.U. , p=0.006), 7d P.I. (1.62 +£ 0.18 A.U., p=0.002), 15d P.l. (2.76 £ 0.39 A.U.,
p=0.001), 30d P.I. (1.93 £ 0.16 A.U., p=0.002) but not at 1d P.I. (1.37 £ 0.47 A.U. , p=0.289)

compared to the corresponding sham groups (normalized to 1.00 A.U.) (Figure 2A and 2B).

3.3. Diaphragm activity response to respiratory challenge

During mild asphyxia, all sham groups presented a significant increase in integrated diaphragm
EMG amplitude compared to eupnea for all time points: 1h P.l. (p<0.001), 1d P.l. p=0.003), 3d
P.l. (p=0.012), 7d P.1. (p=0.002), 15d P.I. (p<0.001) and 30d P.I. (p<0.001). For injured animals,
the intact side did not show any significant variation in both conditions (p>0.05). At the injured
side, a significant increase was observed at 7d P.l. (p=0.031), 15d P.I. (p=0.002) and 30d P.I.
(p=0.011). No differences at 1h P.l., 1d P.l. and 3d P.l. (p>0.05) were observed (Table 2; Figure

3A to 3F).
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3.4. Activity between respiratory bursts
Electrical recordings between EMG bursts and heart beats was analyzed (Figure 4A). A
progressive increase in amplitude of the inter-burst activities at the injured side was observed

over time, starting from 1d P.l. (injured side: 1d P.l. = 2.77 £ 0.99 A.U. vs Sham normalized to

1 p=0.028) and reaching a peak at 3d P.l. (injured side: 3d P.I. =3.92 £ 0.97 A.U. vs 1h P.I.

0.69 + 0.12 A.U., p=0.002; 3d P.l. vs Sham normalized to 1, p=0.002; and 3d P.I. vs 1d P.I.
2.77 £0.99 A.U., p=0.048). Then, the amplitude gradually decreased to pre-injury values at 7d
P.l. (injured side: 2.49 + 0.30 A.U. vs 3d P.l. p=0.041; vs Sham normalized to 1 p<0.001), 15d
P.l. (injured side: 1.47 + 0.28 A.U. vs 3d P.l., p=0.002; vs Sham normalized to 1 p=0.008) and
30d P.l. (injured side: 1.10 + 0.09 A.U. vs 3d P.l., p=0.002; vs Sham normalized to 1 p=0.248).
The intact side did not show any significant variation in inter-burst amplitude over time (intact
side: 1h P.1. =0.82£0.15A.U.; 3d P.l. =1.17 £ 0.22 A.U.; 7d P.l. = 1.40 £ 0.27 A.U.; 15d P.l. =
1.09£0.07A.U.; 30d P.I.=1.10 £ 0.07 A.U.; vs Sham normalized to 1 p>0.05), except at 1d P.I.
(0.82 £ 0.15 A.U. vs Sham normalized to 1 p=0.044). Interestingly, at 3d P.l. the difference
between the intact and the injured side was significant (intact side vs injured side, p=0.042)

and persisted until 7d P.I. (intact side vs injured side, p=0.029) (Figure 4B).

3.5. Power spectral density analysis

The PSD analysis of inter-burst recordings revealed an increase in low-end frequencies (from
100 to 1000Hz) at the injured side, similar to those observed during motor unit contraction
(Supplemental data 1). For several range of frequencies, the number of events were
significantly higher (1d P.l.: 200-300 Hz; 300-400 Hz; 400-500 Hz; 500-600 Hz; 600-700; vs

1hP.1.: 200-300 Hz, p=0.01; 300-400 Hz, p<0.001; 400-500 Hz, p=0.008; 500-600 Hz, p=0.008;
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600-700 Hz p=0.002; Supplementary Table; Figure 5A-B). This increase was maintained at 3d
P.l. for lower frequencies (3d P.l.: 200-300 Hz; 400-500 Hz; 500-600 Hz; 700-800 Hz; vs 1h P.1.,
p<0.049; and vs 1d P.l.,, p>0.05; Supplementary Table; Figure 5C). At 7d P.l., most of the
frequencies returned to pre-injury ones (1d P.l. vs 7d P.l.: 300-400 Hz, p<0.001; 600-700 Hz,
p=0.018; 3d P.l. vs 7d P.l.: 400-500 Hz, p<0.001; 500-600 Hz, p=0.004; Supplementary Table;
Figure 5D). For 15d P.I. and 30d P.I., the profiles obtained were similar to 1h P.l. and sham
values (Supplementary Table and supplemental data 2). Interestingly, the observed profile
correlated with the one obtained with the inter-burst signal amplitude analysis, with an
increase observed between 1h P.l. and 3d P.I. A significant increase was also observed at 1d
P.l. for the intact side compared to the other time points (1d P.l.: 100-200 Hz; 200-300 Hz;
300-400 Hz; vs 1h P.l.: 100-200 Hz, p=0.004; 200-300 Hz, p=0.002; 300-400 Hz, p<0.001; 1dP.I.
vs 3d P.I.: 100-200 Hz, p=0.005; 200-300 Hz, p<0.001; 300-400 Hz, p<0.001; 1d P.l. vs 7d P.l.:
100-200 Hz, p=0.004; 200-300 Hz, p<0.001; 300-400 Hz, p<0.001; Supplementary Table; Figure
5A-D). Significant differences were also observed between intact and injured sides for some
frequencies at 3d P.I. (intact side: 500-600 Hz; 600-700 Hz; 700-800 Hz; 800-900 Hz; 900-1000
Hz; 1000-1100 Hz; vs injured side: 500-600 Hz; 600-700 Hz; 700-800 Hz; 800-900 Hz; 900-1000
Hz; 1000-1100 Hz, p<0.04; Supplementary Table; Figure 5C), as well as at 7d P.l. (intact side:
300-400 Hz; 500-600 Hz; 600-700 Hz; vs injured side: 300-400 Hz, p=0.018; 500-600 Hz,

p=0.039; 600-700 Hz, p=0.048; Supplementary Table; Figure 5D).

4. DISCUSSION
The present study depicts for the first time the pathophysiology of the diaphragm muscle
activity over time (up to one month P.l.) following a C2 cervical spinal cord injury in a mouse

model.
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The diaphragmatic activity of injured and sham mice was studied by surface EMG recordings
in eupneic and mild asphyxic conditions in anesthetized animals. Under eupneic condition, the
diaphragm activity did not show significant spontaneous recovery over time on the injured
side. A non-significant increase in the integrated diaphragm EMG amplitude is observed from
7d P.1. to 30 d P.l., which could correspond to the occurrence of the spontaneous crossed
phrenic phenomenon (Minor et al., 2006). In mice, following a C2HS injury, previous reports
demonstrated the total annihilation of diaphragm activity up to 72h P.l. on the injured side
(Minor et al., 2006). Interestingly, high cervical contusion injury at C4-C5 also induces a
permanent diaphragm deficit which lasts up to 6 weeks P.l. (Nicaise et al., 2012). These
present results are similar to those obtained in a rat model of C2HS (Goshgarian, 1981; Vinit
et al., 2006). However, several publications have observed a robust spontaneous recovery of
diaphragm activity in awake (Bezdudnaya et al., 2018; Sandhu et al., 2009) and even in
anesthetized (Nantwi et al., 1999) rats. The discrepancy in these data is not unexpected since
anesthetics, such as isoflurane used in this study, are known to induce a depression in the
respiratory function (Teppema and Baby, 2011) and modulate respiratory motoneurons and
pre-motoneurons excitability (Stuth et al., 2008). However, these results showed that, even
after a longer time point following injury, the mouse model may be a good model to study and
test different therapeutics aimed to ameliorate the absence of respiratory function induced
by cervical spinal injury.

As expected, during mild asphyxia, sham animals present a significant increase in diaphragm
activity compared to eupneic condition at all time points post-sham surgery, which correlate
with data seen in the literature (O'Halloran et al., 2002). The necessary increase in central
respiratory drive during asphyxia, leads to a recruitment of additional diaphragmatic fibers

and leads to an increase in diaphragm contraction. On the intact side of C2HS mice, the
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animals did not show any increase in diaphragm activity during asphyxia compared to eupneic
conditions. This lack of increase could be due to a ceiling effect from the intact side, suggesting
that the maximum drive on the uninjured hemidiaphragm during eupnea is at its optimal to
counterbalance the absence of activity on the injured hemidiaphragm to maintain
physiological values (Lee and Hsu, 2017). One strategy observed in C2HS animal models is the
increase in respiratory frequency when animals are evaluated in awake eupneic condition
(Dougherty et al., 2018), whereas in this case, no differences are observed in term of
frequency (data not shown) since the animals are deeply anesthetized.

At the injured side, a mild asphyxia induces a significant diaphragmatic activity increase
compared to eupnea at 7d, 15d and 30d P.I. This ability to further enhance the central spinal
drive from the phrenic motoneurons to the diaphragm on the injured side can be sustained
by the crossed phrenic pathways. These physical connections from the spared side of the
spinal cord cross the midline at cervical level (C3-C6) and connect to the deafferented phrenic
motoneurons. In certain conditions, these silent pathways can be spontaneously activated and
lead to the activity resurgence on the injured side of the diaphragm (Goshgarian, 2003; Minor
et al.,, 2006; Moreno et al.,, 1992). This phenomenon, called the “crossed phrenic
phenomenon”, has been described for the first time in 1895 by Porter on dogs and rabbits
(Porter, 1895). By definition, this phenomenon induces an increase in the paralyzed
hemidiaphragm and phrenic nerve activities following a spinal hemisection (above the level of
phrenic motoneurons pools at cervical C2) with an additional contralateral phrenic nerve
transection which strengthens the crossed pathways (Fuller et al., 2008; Lee et al., 2014; Vinit
et al., 2006). Other conditions could increase the central respiratory drive and reveal the
crossed phrenic phenomenon following C2HS, such as intermittent hypoxia (Golder and

Mitchell, 2005), chronic intermittent hypoxia (Fuller et al., 2003) or asphyxia (Golder et al.,
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2003; O'Hara and Goshgarian, 1991). Here, these silent pathways are activated under mild
asphyxic condition and lead to a partial activation of the paralyzed hemidiaphragm, similar to
what has been previously observed in a rat model of C2HS (Golder et al., 2003; O'Hara and
Goshgarian, 1991). In addition, the crossed pathways can be spontaneously activated over
time post-C2 injury (Bezdudnaya et al., 2018; Fuller et al., 2008; Huang and Goshgarian, 2009).

|u

The inter-burst signal between breaths and heart beats, named “noise signal”, was analyzed.
Interestingly, a difference in basal noise value was observed with an amplitude increase at 1d
P.l.,3d P.l., 7d P.I. and 15d P.l. with a maximum peak at 3d P.l. on the injured side. The intact
side also showed a transient increase at 1d P.l. On the injured side, the decrease in signal
amplitude observed between 3d P.l. and 15d P.I. could be due to the crossed phrenic pathway
activation which starts to be observed at 7d P.l. Indeed, these previous silent pathways
innervate deafferented phrenic motoneurons and can reactivate their bursting activity. The
inter-burst signal on the injured side, corresponding to an increase in random deafferented
unique spontaneous phrenic motoneuron activity, gradually increases until the CPP
strengthen its connections and re-innervate the deafferented phrenic motoneurons in order
to resynchronize them and “stabilize” their own activity (Minor et al., 2006). Interestingly,
phrenic motoneurons also receive inhibitory expiratory projections from the Boétzinger-
complex expiratory neurons (Tian et al., 1998). Therefore, C2HS also interrupts this inhibitory
bulbospinal pathway and could lead to a phrenic motoneuron disinhibition and then, induce
spontaneous diaphragm EMG firing during the expiration phase. When the CPP (both
inspiratory and expiratory pathways) occurs, the phrenic motoneurons are again inhibited by
the Botzinger-complex expiratory neurons and the inter-burst signal returns to pre-injured
values. Another explanation could be a desynchronization of the phrenic motoneurons due to

the injury (absence of bulbospinal rhythmic respiratory activity) between the different
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subtypes of phrenic motoneurons, i.e. early (early-1) and late (Late-l) inspiratory cells resulting
in an increase of the inter-burst signal (Lee et al., 2013). Again, a resynchronization of every
sub-types of phrenic motoneurons could be due to the occurrence of the CPP pathways. In
addition, the power spectral density (PSD) of the inter-burst signal was analyzed in order to
determine the physiological aspect of this signal. Indeed, power spectral analysis can be
effectively used for fine analysis of muscle or nerve activities (EIMallah et al., 2016; Freund,
1983; Lindstrom and Magnusson, 1977). The range of frequencies observed in our inter-burst
signal corresponds to those observed in diaphragmatic EMG PSD (see Supplemental data 1)
and is similar to the one observed in rat diaphragmatic EMG (Seven et al., 2013). Taken
altogether, our results demonstrate that the composition of this inter-burst signalat 3 d P.l. is
similar to the composition of diaphragmatic EMG burst, i.e. corresponding to random phrenic
motoneuron discharge. The spontaneous recovery from the CPP pathways re-synchronize the
phrenic motoneurons together and leads to a modest functional recovery. Another
explanation could be the venue of a maladaptive behavior following central spinal injury. In
fact, spasticity, which is a random contraction of skeletal muscle, is often observed following
spinal injury in human (Kawamura et al., 1989; Skoéld et al., 1999) and in rats (Bennett et al.,
1999; Bennett et al., 2004; Li et al., 2004) and leads to serious motor dysfunction. Several
mechanisms contribute to spasticity in rat following SCI, including a down-regulation of
potassium-chloride cotransporter at the motoneurons membrane (Boulenguez et al., 2010)
and a spontaneous activation of motoneuronal 5-HT,s an 5-HT,c receptors following injury
(Murray et al., 2011). The spastic activity in our mice would occur faster compared to human
and rat (Bennett et al., 1999). Nevertheless, this inter-burst activity disappears when rhythmic
diaphragm EMG resolved at 7d P.I. One cannot rule out the massive inflammatory processes

which can occur following cervical injury. Systemic inflammation can undermine subsequent
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respiratory plasticity and can impact the respiratory recovery following spinal injury (Hocker
and Huxtable, 2019; Windelborn and Mitchell, 2012). More experiments will be needed in
order to determine whether our diaphragm EMG recordings are spasms or a

desynchronization of the phrenic motoneuronal activity.

5. CONCLUSION

Following C2HS, the diaphragmatic EMG did not reveal any significant spontaneous
restoration of the respiratory function up to 30d P.l. in mice. However, the respiratory
challenge (i.e. mild asphyxia) revealed the CPP at 7d P.l., demonstrating the tremendous
plasticity of the bulbospinal descending respiratory pathways following high SCI. Interestingly,
a change in the inter-burst signal of diaphragmatic EMG is observed between 1d P.l. and 7d
P.l., which can be reversed by the emergence of the CPP. These findings show the ability of
the mouse to be a robust model of respiratory impairment following C2HS, opening new
perspectives for the development of innovative therapeutics to reverse respiratory

insufficiency.
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TABLES

Table 1. Animals weight evolution post-surgery

Table 2. Diaphragmatic EMG evaluation in eupneic vs mild asphyxia conditions in isoflurane-

anesthetized mice.
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FIGURES

Figure 1. Extent of injury following a C2 hemisection

A. Representative extend of injury for each animal at 1h post-injury (P.l.), 1d P.I., 3d P.l., 7d
P.l.,, 15d P.I. and 30d P.I.. B. Extent of injury quantification in percentage compared to control
spinal cord injury (SCI) 100%. The quantification has been made only in the ventral part where
the phrenic motoneurons are located. There is no difference between the different groups
(One-way ANOVA, p = 0.248). C. Representative spinal cord cross sections for each group at

1h P.l., 1d P.l.,, 3d P.l., 7d P.l., 15d P.l. and 30d P.I.. Scale bar: 800um.

Figure 2. Diaphragm activity following a C2 hemisection

A. Representative traces of raw diaphragm EMG at 1h post-injury (P.l.), 1d P.l., 3d P.Il.,, 7d P..,
15d P.I. and 30d P.l.. B. Integrated diaphragm amplitude normalized to corresponding sham
animal for 1h post-injury (P.l.), 1d P.l., 3d P.l., 7d P.l., 15d P.l. and 30d P.l. groups. a p<0.05
compared to corresponding Sham; b p<0.05 compared to 1h intact side group; # p<0.05

compared to 1d, 3d and 7d intact side groups; * p<0.05 intact side compared to injured side.

Figure 3. Diaphragm activity at 7d P.l. and during respiratory challenge
Integrated diaphragm amplitude for 1h P.I. (A), 1d P.l. (B), 3d P.l. (C), 7d P.l. (D), 15d P.I. (E)
and 30d P.I. (F) groups (Sham and injured animals) in eupnea and during mild asphyxia. *

p<0.05 mild asphyxia compared to eupnea (Paired t-test).
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Figure 4. Inter-burst diaphragm recordings during EMG

A. Representative traces of raw inter-inspiratory bursts signals from diaphragm EMG at 1h
post-injury (P.l.), 1d P.l,, 3d P.l., 7d P.l., 15d P.l. and 30d P.l.. B. Amplitude of inter-burst
diaphragm EMG signal normalized to corresponding sham animal for 1h P.I., 1d P.l.,, 3d P.I., 7d
P.l.,, 15d P.l. and 30d P.l. groups. # p<0.05 compared to corresponding Sham; * p<0.05

compared to intact side; a p<0.05 compared to 3d P.l. injured side.

Figure 5. Power spectral density (PSD) of EMG recording between two inspiratory bursts
following C2 hemisection

PSD between two inspiratory bursts for intact and injured sides at 1h (A), 1d (B), 3d and 7d (D)
post-injury (P.l.). Data were gathered by boot of 100Hz and computed by using a 35 ms window.
# p<0.05 compared to 1h, 7d, and 15d and 30d P.l. (data not shown); * p<0.05 compared to
1h, and 15d and 30d P.I. (data not shown); T p<0.05 compared to 1h and 30d P.l. (data not
shown); ¥ p<0.05 compared to 1h, 3d, 7d, and 15d and 30d P.l. (data not shown); a p< 0.05

compared to corresponding injured side.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplemental data 1. Power spectral density (PSD) of diaphragmatic EMG
PSD of inspiratory burst for Sham animal. Data were gathered by boot of 100Hz and computed

from an entire respiratory burst.

Supplemental data 2. Power spectral density (PSD) of EMG recording between two
inspiratory bursts following sham surgery.

PSD between two inspiratory bursts for intact and injured sides at 1h, 1d, 3d and 7d after
sham surgery (all groups were pooled together). Data were gathered by boot of 100Hz and

computed by using a 35 ms window.

Supplementary Table. Power spectral density (PSD) of EMG recording between two

inspiratory bursts following C2 hemisection in isoflurane-anesthetized mice.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplementary figure 1
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Supplementary figure 2
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