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RESUME

La sarcopénie est caractérisée par une diminution de la force et de la masse musculaire, parfois
associée a une faible performance physique. Elle peut toucher les patients atteints d’ischémie
critique chronique (ICC) mais est souvent peu diagnostiquée, voire négligée, puisque les Iésions
liées a I’'ICC sont au premier plan. Néanmoins, la sarcopénie associée a I’ICC est un facteur de
mauvais pronostic, que ce soit en termes de survie ou de sauvetage de membre. Chez I’Homme,
nous avons identifié le ratio inflammatoire plaquettes/lymphocytes comme marqueur simple et
rapide de sarcopénie chez les patients atteints d’ICC, ces patients devant alors étre considérés
a haut-risque chirurgical, du fait de leur mauvais pronostic post-opératoire. Cependant, sa faible
sensibilité limite son utilisation en routine.

L’étude de la sarcopénie dans notre modele murin d’ICC nous a permis de mieux comprendre
les mécanismes physiopathologiques sous-jacents, a savoir une fibrose musculaire, une
altération des voies de dégradation des protéines musculaires, ainsi qu’une augmentation des
parametres inflammatoires, et de mettre en place un protocole d’exercice visant a protéger le
muscle squelettique sarcopénique chez la souris. L’exercice de faible intensité est ainsi une
approche thérapeutique protectrice permettant de réduire ’atrophie et la fibrose musculaire, et
de restaurer la force et la capacité de marche dans notre modéele murin. Il serait intéressant
d’étudier si un protocole d’exercice de faible intensité chez I’ Homme pourrait améliorer voire

reverser les effets déléteres de la sarcopénie.



ABSTRACT

Sarcopenia is characterized by a decrease in muscle strength and mass, sometimes associated
with low physical performance. It can affect patients with chronic limb-threatening ischemia
(CLTI) but it is often undiagnosed or even overlooked, since CLTI-related lesions are
prominent. Nevertheless, sarcopenia associated with CLTI is a factor of poor prognosis, either
in terms of survival or limb salvage. In humans, we have identified the inflammatory
platelet/lymphocyte ratio as a simple and rapid marker of sarcopenia in patients with CLTI,
these patients should then be considered at high surgical risk, due to their poor postoperative
prognosis. However, its low sensitivity limits its routine use.

The study of sarcopenia in our mouse model of CLTI allowed us to better understand the
underlying pathophysiological mechanisms, namely muscle fibrosis, alteration of muscle
protein degradation pathways, as well as increase in inflammatory parameters, and to set up an
exercise protocol aimed at protecting sarcopenic skeletal muscles in mice. Low-intensity
exercise is thus a protective therapeutic approach to reduce muscle atrophy and fibrosis, and to
restore strength and walking ability in our model. It would be interesting to study whether a
low-intensity exercise regimen in humans could improve or even reverse the deleterious effects

of sarcopenia.
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Introduction et objectifs

Les maladies vasculaires sont une cause majeure de déces dans le monde, avec une prévalence
augmentant progressivement a mesure que l’espérance de vie augmente. Parmi celles-ci,
I’artériopathie des membres inférieurs est définie par une réduction ou une obstruction du flux
sanguin dans les artéres, avec des symptomes allant de la claudication intermittente a une
ischémie critique chronique (ICC), caractérisée par des douleurs de décubitus et/ou des troubles

trophiques des membres inférieurs.

L’artériopathie, essentiellement I'ICC, peut étre accompagnée d’anomalies musculo-
squelettiques, notamment une perte généralisée de la force et de la masse musculaire, associée
ou non a une faible performance physique — aussi appelée sarcopénie. L’ICC et la sarcopénie
peuvent évoluer en parallele, de nombreux patients souffrant d’ICC présentant une sarcopénie.
Néanmoins la sarcopénie est peu diagnostiquée chez ces patients, voire négligée, puisque
I’atteinte liée aux troubles trophiques est souvent au premier plan. Pourtant, la sarcopénie
associée a I’ICC est de mauvais pronostic, puisqu’elle aggrave d’une part la qualité de vie déja
altérée de ces patients, et qu’elle met en jeu le pronostic vital et fonctionnel de ces patients.
Chez ces patients, méme si la revascularisation reste le traitement de référence, la sarcopénie
ne doit pas étre négligée, et devrait également &tre traitée. Il est donc essentiel de diagnostiquer
précocement la sarcopénie chez les patients en ICC, mais également de mieux comprendre
comment I’ICC et la sarcopénie peuvent altérer le muscle squelettique, afin de développer des

protocoles permettant de protéger et réadapter le muscle squelettique sarcopénique.

Pour cela, mon travail de thése a plusieurs objectifs :
- Identifier un marqueur simple de sarcopénie chez les patients présentant une ICC, afin
de déterminer un sous-groupe de patients a haut-risque
- Déterminer les voies de signalisation impliquées dans la genése de la sarcopénie dans
un modele murin d’ICC (étude des voies d'anabolisme et de catabolisme musculaire,
fibrose, inflammation)
- Déterminer si l'exercice de courte durée et faible intensité peut améliorer les parameétres

musculaires et par quelles voies
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Point sur la littérature

1 Le muscle squelettique

1.1 Généralités et vue d’ensemble de son organisation
Avec plus de 600 muscles, le tissu musculaire squelettique est I'un des plus abondant de
I’organisme humain et représente environ 40% de la masse corporelle totale d’un adulte. Les
muscles squelettiques jouent un role crucial dans la locomotion, le maintien de la posture, la
thermogeneése ou la régulation du métabolisme lipidique et glucidique (Frontera and Ochala
2015; Pedersen and Febbraio 2012).
Les muscles squelettiques sont attachés aux os par des tendons et sont composés d’un ensemble
de faisceaux de fibres musculaires. Le maintien du muscle est assuré par trois couches
successives :
- L’épimysium qui isole le muscle entier de son environnement et englobe plusieurs
faisceaux musculaires,
- Le périmysium qui entoure chaque faisceau musculaire et qui contient des nerfs et des
capillaires,
-  L’endomysium, une fine matrice de collagéne qui s’intercale entre chaque fibre

musculaire (McCuller, Jessu, and Callahan 2021) (Figure 1).

Epimysium

Perimysium

Endomysium

Figure 1 : organisation du muscle strié squelettique. Adapté de Basic and Applied Biology — 2" Edition
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1.2 Structure et développement de fibres musculaires
La fusion des myoblastes (des cellules souches précurseurs mononucléées) aboutie a la création
de fibres musculaires matures. Ces fibres sont des longues cellules plurinucléées cylindriques
allant de 10 a 100 pm de diamétre et de 1 mm a 40 cm de longueur. Elles sont constituées de
myofibrilles qui participent a la contraction du muscle grace aux structures contractiles répétées
qui les compose : les sarcomeres. Les sarcomeres sont composés de protéines contractiles :

’actine et la myosine (Ceafalan et al. 2018).

1.3 Types de fibres musculaires
Le muscle squelettique est composé de différents types de fibres musculaires qui différent selon
leur propriété métabolique, leur vitesse de contraction et I’expression de la chaine lourde de
myosine. Les muscles des mammiferes peuvent étre composés de fibres lentes de type I (ce sont
des fibres exprimant la chaine lourde de la myosine I), ou de fibres rapides de type 11X, IIA ou
IIB (exprimant la chaine lourde de la myosine 11X, ITA ou IIB, respectivement). Les fibres de
type 1IB n’existent pas chez ’homme. Des fibres « hybrides » contenant deux types différents
comme I/ITA, I[TAX, IIBX peuvent également étre présentes dans le muscle (Bloemberg and

Quadrilatero 2012).

Les fibres de type I sont des fibres a contraction lentes. Elles sont riches en mitochondries, et
reposent principalement sur la phosphorylation oxydative pour générer de I’ATP, elles peuvent
donc produire de I’énergie en conditions aérobie. Cela permet une contraction continue et une
forte résistance a la fatigue : elles sont donc utilisées lors d’exercices peu puissants et prolongés.

Elles sont trés vascularisées, et ont donc un aspect rouge.

Les fibres de type II sont des fibres a contraction rapides. Elles possédent moins de
mitochondries que les fibres de type I, et utilisent principalement du glycogéne pour produire
de PATP. Ce sont des fibres qui fatiguent rapidement lors de 1’épuisement des réserves en
glycogene : elles sont sollicitées lors des exercices brefs mais intenses. Elles sont peu
vascularisées, et ont donc un aspect blanc. Les fibres de type IIX sont trés rapides,
glycolytiques et peu vascularisées. Les fibres de type IIA et IIB sont rapides, oxydatives et
glycolytiques et modérément vascularisées, ce sont des fibres intermédiaires entre les fibres de

type I et les fibres de type IIX (Schiaffino and Reggiani 2011)(Figure 2).
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Figure 2 : visualisation des différents types de fibres musculaires sur muscle gastrocnémien de souris
Immunofluorescence dirigé contre les isoformes des chaines lourdes de la myosine I, 11X, 114, IIB (A-B) et coloration succinate
deéshydrogénase (C-D). Bloemberg et al. 2012

1.4 Machinerie d’excitation — contraction musculaire
Aprées un stimulus neuronal, le neurotransmetteur acétylcholine est libéré par I’axone terminal
au niveau de la jonction neuromusculaire. L’activation des récepteurs de 1’acétylcholine
entraine une dépolarisation locale, et la propagation d’un potentiel d’action le long de la fibre
musculaire et dans les invaginations membranaires profondes appelées tubule T. Le potentiel
d’action active les récepteurs dihydropyridines (DPH) situé sur le tubule T, et entraine un
changement de leur conformation, leur permettant ainsi d’interagir avec les récepteurs
ryanodines situés sur le réticulum sarcoplasmique. Le réticulum sarcoplasmique libére ainsi du
Ca?*, ce qui déclenche le raccourcissement du sarcomére et donc la contraction musculaire

(Calderon, Bolafios, and Caputo 2014) (Figure 3).
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Terminaison Propagation d’un
Jonction nerveuse potentiel d’action
neuromusculaire

Cytoplasme

Récepteur Ach
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}
i
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A
A AACaz’
AA

Récepteu
ryanodine

Figure 3 : schéma représentant les étapes d’excitation — contraction musculaire.
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2 Lasarcopénie

2.1 Présentation clinique
Longtemps considérée comme un syndrome gériatrique, la sarcopénie est depuis 2016 reconnue
par I’organisation mondiale de la santé comme une maladie a part entiere, ayant de nombreuses
causes contribuant a son développement au-dela du vieillissement. La sarcopénie est
caractérisée par une faible force et masse musculaire. Elle augmente les risques d’amputation,
d’hospitalisation et de mortalité. Il est donc essentiel pour les professionnels de santé de mieux
reconnaitre cette condition. Dans cette optique et au cours de la derniére décennie, des efforts
de collaboration ont été déployés dans le monde entier, par exemple en Europe (Cruz-Jentoft et
al. 2010, 2019), en Amérique (Morley et al. 2011) et en Asie (L.-K. Chen et al. 2014, 2016)
afin de parvenir a une définition consensuelle et des critéres de diagnostic de la sarcopénie. A
ce jour, il semble admis par les différents groupes de travail que la sarcopénie doit étre définie
a travers trois critéres principaux : 1) une faible force musculaire, 2) une faible quantité¢ ou
qualité musculaire, et 3) une faible performance physique. Seul, le critére 1 est considéré
comme le plus fiable et doit orienter vers le diagnostic de sarcopénie. Lorsqu'ils sont combinés,
les criteres 1 et 2 rendent compte de la certitude du diagnostic. Enfin, si les trois critéres sont
remplis, la sarcopénie est considérée comme sévere grace au lien entre une faible performance

physique et un mauvais pronostic.

2.2 La sarcopénie en quelques chiffres

La prévalence de la sarcopénie dans la population générale mondiale est estimée aux alentours
de 10% (Shafiee et al. 2017). Elle varie de 5 a 13% chez les personnes entre 60 et 70 ans, et de
11 2 50% chez les plus de 80 ans (von Haehling et al. 2017). C’est une maladie qui touche plus
de 50 millions d’individus dans le monde a ce jour, et ce chiffre pourrait atteindre 200 millions
d’ici a 2050 avec I’augmentation continue de I’espérance de vie (Cruz-Jentoft et al. 2010).

La sarcopénie augmente significativement le risque de chutes et de fractures (Yeung et al. 2019;
X. Zhang et al. 2020), de maladies cardiovasculaires (Curcio et al. 2020; Y. Zhang et al. 2021),
de maladies respiratoires (Benz et al. 2019; Sepulveda-Loyola et al. 2020) d’altérations
cognitives (Peng et al. 2020; Scisciola et al. 2021), de perte qualité de vie (dos Santos et al.
2017), et de mortalité (Arango-Lopera et al. 2013; Bachettini et al. 2020).

La sarcopénie s’accompagne donc de cofits élevés en termes de soins de santé (Bruyere et al.

2019; Goates et al. 2019). En effet, les colits d’hospitalisation et de soins d’un patient
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sarcopénique sont 2 a 5 fois plus élevés que ceux d’un patient non-sarcopénique (Antunes et al.

2017; Steffl et al. 2017).

2.3 Diagnostic de la sarcopénie

2.3.1 Identifier des individus a risque
Le questionnaire SARC-F peut étre utilisé pour identifier des individus a risque de sarcopénie.
Il s’agit d’une auto-évaluation, basée sur la perception par un individu de ses limitations de
force, de marche, de lever de chaise, de monter d’escaliers, et d’expériences de chutes. Chaque
composante est notée de 0 a 2. Un score supérieur ou égal a 4 points (sur 10) serait prédictif de

sarcopénie et doit orienter vers des examens complémentaires (Malmstrom et al. 2016)

(Tableau 1).

Tableau 1 : Questionnaire SARC-F pour identifier des individus a risque de sarcopénie

Composante Question Score
Force Quel est votre niveau de difficulté lorsque ~ Aucun =0
vous portez et soulevez 4,5 kg ? Modéré = 1
Elevé ou incapable = 2
Aide ala Quel est votre niveau de difficulté lorsque ~ Aucun =0
marche vous marchez dans une piece ? Modéré = 1

Lever de chaise

Quel est votre niveau de difficulté lorsque
vous vous levez d’une chaise ou d’un lit ?

Elevé, besoin d’assistance
ou incapable = 2

Aucun=0

Modéré = 1

Elevé ou incapable sans
assistance = 2

Montée des Quel est votre niveau de difficulté lorsque =~ Aucun =0

marches vous devez monter 10 marches d’escalier ? Modéré = 1

d’escalier Elevé ou incapable = 2
Chutes Combien de fois étes-vous tombé au cours  Aucun =0

des 12 derniers mois ?

1 a3 chutes=1
4 chutes ou plus =2

2.3.2 Evaluer la force

La méthode standard pour évaluer une faiblesse musculaire est le test de force de préhension.

Le test consiste a mesurer la force (en kilogrammes) exercée par la main d’un sujet lors de la
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préhension d’un dynamometre. Une faible force musculaire est définie par des seuils inférieurs
a 27 kg pour les hommes, et 16 kg pour les femmes. Le test du lever de chaise peut étre utilisé
pour mesurer la diminution de la force du bas du corps. Une faible force musculaire intervient
si le temps nécessaire pour effectuer cing élévations consécutives dépasse 15 secondes. Enfin,
pour des cas particuliers ou des études cliniques le test de flexion/extension du genou peut

étre utilisé pour évaluer la perte de puissance musculaire (Cruz-Jentoft et al. 2019).

2.3.3 Evaluer la masse
Une faible quantité/qualité de muscle peut étre évaluée par des mesures de composition
corporelle par impédancemétrie ou par absorptiométrie biphotonique (DEXA). Ces
techniques permettent la mesure de masse squelettique appendiculaire (MSA), ou d’indice de
MSA (MSA/taille?). Une faible quantité/qualité musculaire est définie par des seuils inférieurs
a 20 kg ou 7 kg/m? chez I’homme, et 15 kg ou 5,5 kg/m? chez la femme. L'imagerie par
résonance magnétique ou la tomodensitométrie peuvent également tre utilisées pour apprécier
la quantité/qualité du muscle, cependant, les valeurs seuils appropriées ne sont pas bien définies

(Cruz-Jentoft et al. 2019).

2.3.4 Evaluer la performance physique
Une faible performance physique peut étre évaluée par le test de vitesse de marche. Une
vitesse inférieure a 0,8 m/s est un indicateur d’une altération de la fonction musculaire. Le test
SPPB (Short Physical Performance Battery) regroupe une batterie de tests de vitesse de
marche, d’équilibre, et de lever de chaise. Un score inférieur ou égal a 8 points (sur 12) est un
indicateur d’une altération de la fonction musculaire (Guralnik et al. 1994) (Figure 4). Enfin, le
test TUG (Get up and Go) permet I’évaluation de la motricité et de I’équilibre d’un sujet. Le
sujet est invité a se lever d’une chaise, marcher sur une distance de 3 métres, faire demi-tour et
se rassoir sur la chaise. Un temps supérieur a 30 secondes est un indicateur d’une altération de

la fonction musculaire (Cruz-Jentoft et al. 2019).
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Figure 4 : test Short Physical Performance Battery (SPPB) pour évaluer la performance physique. Adapté de Riskowski et al.
2012

2.3.5 Difficultés du diagnostic de sarcopénie
Les différents groupes de travail sur la sarcopénie ont permis une plus grande reconnaissance

de la maladie, et une harmonisation des critéres diagnostiques. Cependant, les critéres sont
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nombreux et demandent ’utilisation d’outils spécifiques, rendant 1’évaluation de la sarcopénie

rare en pratique clinique courante (Figure 5).

' I ) 4 1\
IDENTIFIER Questionnaire SARC-F ou NEGATIF Pas de sarcopénie
DES CAS suspicion clinique Ré-évaluer ultérieurement
e A o
J POSITIF
o I a )
EVALUER Force musculaire NORMALE Pas de sarcopénie
(Test de préhension, test du lever de chaise) Ré-évaluer ultérieurement
AL J g
FAIBLE
\4
( Sarcopénie probable ]—o
En pratique clinique, c'est assez pour
il enclencher une évaluation des
causes et commencer une prise en
Quantité/qualité musculaire NORMALE charge
CONFIRMER L (DEXA, impédancemétrie)
FAIBLE
A\
( Sarcopénie confirmée j
v
ERITE Performance physique
SEV RIT (Vitesse de marche, SPPB, TUG)
FAIBLE
A\
( Sarcopénie sévére )

Figure 5 : Diagramme pour la recherche de cas, [’établissement d’un diagnostic et la quantification de la sévérité de la
sarcopénie en pratique clinique. Adapté de Cruz-Jentoft et al. 2019

2.4 Facteurs de risques
Le vieillissement est un facteur de risque majeur de sarcopénie qu’on appelle alors « sarcopénie
primaire ». D’autres facteurs de risques comme une maladie chronique ou I’inactivité peuvent

¢galement conduire a une sarcopénie appelée « sarcopénie secondaire ».

2.4.1 Sarcopénie primaire
La sarcopénie primaire se manifeste en ’absence de cause évidente autre que 1’age. En effet, le
vieillissement entraine une réduction de la force musculaire, une atrophie musculaire
prononcée, et une altération de la performance physique (Goodpaster et al. 2006; Mitchell et al.

2007; Russ et al. 2012).
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2.4.2 Sarcopénie secondaire
La sarcopénie est considérée comme secondaire lorsque d’autres facteurs que le vieillissement
sont évidents. La sarcopénie peut survenir secondairement, soit :

- A la suite d’une maladie systémique, en particulier une maladie inflammatoire ou
endocrinienne, un cancer ou une défaillance d’organe (cceur, poumon, foie, rein,
cerveau) (Borba et al. 2019).

- A cause d’une activité réduite, qui peut étre liée a un alitement, un mode de vie
sédentaire, un handicap li¢ a une maladie ou un environnement sans gravité. Cette perte
d’activité accélére I’apparition du vieillissement et donc de la sarcopénie (Evans 2010).

- A cause d’un probléme nutritionnel, comme une anorexie, une malabsorption, des
troubles gastro-intestinaux ou une obésité. Une sous-nutrition entraine une carence ou
un déséquilibre en énergie, protéines et nutriments, et conduit & une perte de masse et
de force musculaire. Une surnutrition favorise I’inflammation, la résistance a 1’insuline,
et le gain de masse grasse au détriment de masse musculaire (obésité sarcopénique)

(Batsis et al. 2013; Beaudart et al. 2019).

2.5 Mécanismes impliqués dans le développement de la sarcopénie
Les mécanismes impliqués dans le développement de la sarcopénie sont surtout étudiés dans le

contexte de sarcopénie primaire.

Au niveau myocellulaire, les études montrent que les fibres de type II (a contraction rapide et
responsables des activités de force) sont particulierement sensibles au vieillissement, avec une
réduction significative de 10 a 40% de leur taille (mais pas de leur nombre) chez des sujets agés
compar¢ a des sujets jeunes. La taille des fibres de type I (a contraction lente et responsables
des activités d’endurance) ne change pas avec 1’age (Larsson 1978; Martel et al. 2006; Nilwik
et al. 2013; Snijders, Verdijk, and van Loon 2009). La réduction de la taille des fibres de type
II, indépendamment de leur nombre, entraine donc une baisse de force musculaire et de

performance physique chez les personnes agées.

Au niveau de la machinerie d’excitation-contraction musculaire, I’age altére la libération d’ions
Ca?" dans le muscle squelettique, ce qui entraine un défaut d’activation de I’appareil contractile,
et une baisse de force musculaire. L’age conduit également a un défaut de recapture de ces ions
Ca®" aprés la contraction, ce qui entraine un probléme de relaxation musculaire et donc des

défauts de coordination motrice et de fatigue (Payne et al. 2009).
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Au niveau neuromusculaire, les études montrent que 1’age entraine une réduction significative
du nombre de motoneurones alpha (innervant les fibres de type II), entrainant donc une perte
de fonction et de force musculaire (Campbell, McComas, and Petito 1973; Hunter, Pereira, and

Keenan 2016).

Au niveau du renouvellement cellulaire, 1’dge entraine une perturbation de la régulation du

renouvellement des protéines musculaires : avec une diminution de la synthése et une
augmentation de la dégradation des protéines musculaires (Altun et al. 2010; Koopman and van

Loon 2009; Mallinson and Murton 2013).

Au niveau de |’architecture musculaire, les études montrent que 1’age entraine une importante

infiltration de tissu fibreux et adipeux au niveau du muscle squelettique (Brack et al. 2007;
Zoico et al. 2010). Cela contribue a une perte de mouvements musculaires et donc de

performance physique (Beavers et al. 2013; Marcus et al. 2012).

Au niveau mitochondrial, I’age entraine des défauts de fonctionnement de la mitochondrie.
Avec I’age, le stress oxydant induit par les radicaux libres de I’oxygene (RLOs) s’accumule et
altére la respiration mitochondriale et donc la production d’ATP. La biogenese mitochondriale
est diminuée, et la mitophagie est inhibée, entrainant une accumulation de mitochondries

dysfonctionnelles (Son and Lee 2021).

2.6 Prise en charge
Prévenir la sarcopénie est un enjeu médical et économique. Pour tous les patients, le traitement
de référence de la sarcopénie est I’entrailnement contre résistance. L’entrainement contre
résistance permet d’augmenter la force, la masse musculaire, I’équilibre et I’endurance chez les
personnes agées (Law, Clark, and Clark 2016). Pour étre efficaces, les programmes d’exercice
doivent étre adaptés a chaque individu, étre progressifs, et cibler en priorit¢ les membres
inférieurs qui sont plus importants pour 1’équilibre et la mobilité (Giallauria et al. 2016). Bien
que moins bien documentée, une supplémentation en macronutriments, en vitamines (vitamine
C, vitamine D), en minéraux (calcium, sélénium), en antioxydants (oméga-3) et en différents
groupes d’aliments (produits laitier, fruits, Iégumes) semblerait bénéfique — particulierement

pour les personnes atteintes de sarcopénie secondaire liée a la nutrition (Ganapathy and Nieves
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2020). D’autres thérapies pouvant cibler la dégradation protéique ont été testées, avec pour but

de réduire I’atrophie musculaire médiée par la myostatine (Becker et al. 2015; Wei et al. 2016).
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3 Ischémie critique chronique

3.1 Présentation clinique
L’ischémie critique chronique (ICC) des membres inférieurs correspond a la forme la plus
sévere de I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs, caractérisée par des douleurs de
décubitus et/ou des troubles trophiques. L’ICC est une maladie hautement morbide qui

augmente le risque d’amputation majeure et engage le pronostic vital du patient.

3.2 L'ischémie critique chronique en quelques chiffres

Bien que I'ICC soit un probléme de santé publique croissant, les données épidémiologiques
restent extrémement limitées. On estime a 1% la population mondiale d’adultes souffrant
d’ICC. Jusqu’a 10% des patients atteints d’une artériopathie évolueront vers une ICC (Farber
and Eberhardt 2016; Norgren et al. 2007). Ces chiffres pourraient augmenter dans le futur avec
le vieillissement des populations et I’accumulation des facteurs de risques.

Les patients atteints d’ICC sont a trés haut risque d’amputations majeures, d’événements
cardiovasculaires et de décés. A un an de la prise en charge initiale, 25% des patients en ICC
sont décédés, 30% ont subi une amputation majeure, et seulement 45% sont en vie sans
amputation (Norgren et al. 2007). A 2 ans de la prise en charge initiale, 40% des patients sont
déceédés (Soga et al. 2014). A 4 ans de la prise en charge initiale, 35 a 67% des patients en ICC
ont subi une amputation majeure (Reinecke et al. 2015).

L’ICC s’accompagne de colits €levés en termes de soins de santé, du fait de taux élevés
d’amputation, de réinterventions chirurgicales, de comorbidités et d’invalidité¢ (Luengo-
Fernandez et al. 2018). En effet, le traitement initial des patients est : une amputation majeure
dans 25% des cas, une revascularisation chirurgicale dans 50% des cas, ou un traitement
médical si un geste de revascularisation est impossible dans 25% des cas (Duff et al. 2019;

Mustapha et al. 2018).

3.3 Diagnostic
Le diagnostic d’ICC nécessite la présence de douleurs de décubitus ou de troubles trophiques
associ¢e a des parametres hémodynamiques anormaux. La durée des symptomes doit étre

supérieure a deux semaines (Aboyans et al. 2018).

3.3.1 Douleurs de décubitus ou troubles trophiques

Les douleurs de décubitus et troubles trophiques sont évalués lors d’un examen clinique.
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Les douleurs de décubitus — aussi connue sous le nom de « douleur au repos » — affectent
principalement 1’avant-pied (orteils ou téte de métatarses). Les douleurs de décubitus
apparaissent ou s’aggravent si le pied est incliné ou élevé, et sont soulagées en position assise
ou debout. Au départ, les douleurs sont décrites comme des engourdissements ou des
picotements qui s’estompent en mettant le talon hors du lit. Puis, les douleurs ne peuvent étre
soulagées qu’en faisant pendre la jambe hors du lit pour dormir. Enfin, les douleurs obligent a
rester en position assise pour trouver le sommeil. Dans ce cas, un cedéme du pied et de la
cheville se développe.

Les troubles trophiques correspondent a des plaies non cicatrisantes ou des gangrénes liées
directement a I’insuffisance artérielle. Ils sont distaux, touchant principalement les zones de
pression ou de frottement comme les orteils, les talons ou les malléoles. Ils sont généralement

douloureux, et responsables de complications comme une infection locale et une inflammation.

3.3.2 Quantification hémodynamique
Pour confirmer un diagnostic, il est essentiel de réaliser des mesures de pressions distales a la
cheville et au gros orteil, notamment par laser Doppler. Pour les patients présentant des
douleurs de décubitus, un diagnostic d’ICC survient si la pression est <50 mm Hg a la cheville,
ou <30 mm Hg a l’orteil. Pour les patients présentant des troubles trophiques, un diagnostic

d’ICC survient si la pression est <70 mm Hg a la cheville, ou <50 mm Hg a I’orteil (Figure 6).
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Figure 6 : Diagramme pour l’examen des patients présentant une suspicion d’ICC. Adapté de Conte et al. 2019

3.3.3 Durée des symptémes
L’ICC est diagnostiquée lorsque les signes cliniques validés hémodynamiquement existent

depuis au moins deux semaines.

3.4 Facteurs de risque
Les facteurs de risque pour les patients en ICC sont I’age, le diabéte (Lilja et al. 2021;
Malmstedt et al. 2008; Virkkunen et al. 2004), I’hypertension (Emdin et al. 2015; Howard et
al. 2015), le tabagisme (Joosten et al. 2012) et la dyslipidémie (Martinez-Aguilar et al. 2017).

Ces patients sont a tres haut risque de progression de I’'ICC, d’amputation et de mortalité.

3.5 Mécanismes impliqués dans le développement de I"ischémie critique
chronique
Au départ, les plaques d’athérosclérose qui s’accumulent rétrécissent le diamétre du réseau
artériel et réduisent donc le débit artériel. Ainsi, une perfusion insuffisante des tissus provoque

un dysfonctionnement endothélial, une inflammation chronique et du stress oxydant. Toutes ses
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altérations participent aux Ilésions des fibres musculaires, a 1’accumulation de fibrose

musculaire et au développement de gangrénes (Simon et al. 2018).

3.6 Prise en charge
Le traitement de I'ICC vise a améliorer la perfusion des membres. La revascularisation,
lorsqu’elle est possible, est le traitement de référence. Le traitement des facteurs de risque

associés doit également étre instauré.
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4 Lasarcopénie dans l'ischémie critique chronique

4.1 Implications et chiffres

L’ICC et la sarcopénie peuvent évoluer en parallele, de nombreux patients souffrant d’ICC étant
¢galement sarcopéniques. On estime qu’un quart des patients en ICC sont sarcopéniques, mais
ce chiffre est probablement sous-estimé car la sarcopénie est peu diagnostiquée voire totalement
négligée dans le contexte de I’ICC.

Pourtant, la sarcopénie est un facteur de mauvais pronostic pour les patients atteints
d’artériopathie, et particulierement au stade d’ICC. En effet, plusieurs études ont montré que la
sarcopénie — diagnostiquée uniquement sur la base d’une masse musculaire faible — est associée
a un taux élevé d’événements cardiovasculaires (Matsubara et al. 2017), et a une survie plus
faible chez les patients en ICC (Matsubara et al. 2015; Morisaki et al. 2017; Shimazoe et al.
2019; Taniguchi et al. 2019).

4.2 Mécanismes moléculaires potentiellement impliqués
Plusieurs mécanismes communs pourraient expliquer 1’atteinte musculaire dans ’ICC, comme
un déséquilibre entre la synthése et la dégradation des protéines musculaires, une fibrose

musculaire ou des altérations mitochondriales.

4.2.1 Régulateurs de croissance musculaire
L'homéostasie musculaire est étroitement liée au renouvellement des protéines musculaires. Si
ce processus est ralenti — comme décrit lors du vieillissement — il entraine un déséquilibre entre
la synthése et la dégradation des protéines musculaires. Ce déséquilibre altére négativement la
fonction musculaire en induisant une perte de protéines et une accumulation de protéines

endommagées (Metter et al. 1999).

4.2.1.1 Altération de la synthése protéique
La voie de signalisation IGF-1/PI3K/Akt/mTOR est un acteur clé de la croissance musculaire.
La liaison de I'GF-1 a son récepteur provoque son autophosphorylation et l'activation
subséquente de PI3K. Cet événement induit un recrutement d'AKT a la surface de la membrane
plasmique. Une fois activée, AKT favorise la croissance musculaire en phosphorylant mTOR
et ses effecteurs en aval 4EBP1, p70S6K, rpS6 et elF-4E (Chakravarthy, Davis, and Booth
2000; Sacheck et al. 2004; Svanberg et al. 1996)(Svanberg et al., 1996).
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4.2.1.2  Altération de la dégradation protéique

La perte de masse squelettique est largement controlée par l'activation de la dégradation des
protéines par le systéme ubiquitine/protéasome, a travers deux étapes principales

premierement, une chaine de molécules d'ubiquitine est fixée de maniere covalente sur les
protéines pour les marquer pour la dégradation, grace a trois composants enzymatiques Els
(enzymes activant 1'ubiquitine), E2s (enzymes de conjugaison d'ubiquitine) et E3s (enzymes
ubiquitine ligase). Deuxiémement, les protéines poly-ubiquitinées sont reconnues et dégradées
en petits peptides par le protéasome 26S. Les enzymes ubiquitine ligase, notamment MuRF1 et
MAFbx sont donc considérées comme des marqueurs de la dégradation des protéines
musculaires par le systéme ubiquitine/protéasome (Cai et al. 2004; de Palma et al. 2008; Tanner

et al. 2015).

4.2.2 Fibrose musculaire

Lors de blessures ou d’inflammation, la régénération musculaire est initiée par une infiltration
inflammatoire (macrophages pro-inflammatoire et cytokines TNFa, IL-1f, IL-12) qui permet
une dégénérescence musculaire et une phagocytose des fibres musculaires 1ésées (Novak and
Koh 2013). Par la suite, un tissu de cicatrisation riche en facteurs de croissance, en macrophages
anti-inflammatoire et en collagéne I et I1I se forme (Mann et al. 2011; Pillon et al. 2013; Shono
et al. 2013). Lorsque la régénération est normale, ce tissu de cicatrisation est progressivement
¢liminé. Cependant, lorsque les atteintes sont répétées comme dans certaines maladies
chroniques, il arrive que ce tissu persiste et finisse par remplacer le tissu sain : on appelle cela
la fibrose.

La fibrose musculaire entraine une rigidité musculaire, une perte de capacité a 1’exercice, et
affecte négativement la régénération musculaire : c’est une cause majeure de faiblesse

musculaire (Lieber and Ward 2013).

4.2.3 Altérations mitochondriales
Avec la maladie et/ou l'age, les dysfonctionnements mitochondriaux s'accumulent, perturbant
ainsi les activités vitales dépendantes des mitochondries. Un déséquilibre entre les activités pro
et antioxydantes, également appelé stress oxydatif, est responsable de 1'accumulation d'especes
réactives de l'oxygeéne (RLOs), des dysfonctionnements de la chaine respiratoire
mitochondriale et des dommages oxydatifs de I'ADN (Lejay et al. 2019; Paradis et al. 2019;
Pottecher et al. 2018).
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4.3 Options de traitements

4.3.1 Revascularisation
La chirurgie de revascularisation est le traitement de choix pour les patients souffrant d’ICC,
permettant la restauration du flux sanguin et le sauvetage du membre, tout en inversant certaines
caractéristiques sarcopéniques comme la force et la performance physique (Landry et al. 2014).
Cependant, la sarcopénie étant trés peu diagnostiquée dans la pratique clinique, il est difficile
de savoir si les altérations musculaires liées a I’ICC sont normalisées ou si des séquelles

subsistent.

4.3.2 Exercice
L’exercice fait partie de [D’arsenal thérapeutique dans [’artériopathie, méme si Ia
revascularisation est le traitement de référence dans I'ICC. L’exercice peut étre
complémentaire, pour diminuer les effets de la sarcopénie ou améliorer 1’état du muscle
squelettique (Gardner et al. 2014; Mary M. McDermott et al. 2009; Schieber et al. 2019; Vun
et al. 2016) sous réserve qu’il soit de faible intensité et de courte durée (A. Lejay et al. 2017).
En effet, 'ICC étant un stade avancé d’artériopathie, avec souvent des troubles trophiques

évolués, les protocoles d’exercices doivent étre adaptés a la sévérité de la maladie.

4.3.3 Autres options
A ce jour, outre la revascularisation, la meilleure stratégie thérapeutique inclut l'exercice, mais
les approches ciblant les mécanismes sous-jacents (cf partie 4.2 Mécanismes moléculaires

potentiellement impliqués) méritent encore des études plus approfondies.

4.4 Notre modele expérimental d’étude

Plusieurs modeles d’ICC existent et sont basés sur une seule ligature artérielle. Le modéle le
plus utilisé consiste en une ligature isolée de Dl’artére fémorale (Couffinhal et al. 1998;
Hellingman et al. 2010; Limbourg et al. 2009; Lotfi et al. 2013; Tang et al. 2005; Waters et al.
2004). Cependant, cette méthode laisse intacte la majeure partie de la circulation collatérale
vers le membre inférieur et, par conséquent, le flux sanguin est complétement restauré en 7
jours (Hellingman et al. 2010). Un autre modele consiste en 1’excision totale de I’artére
fémorale (Masaki et al. 2002). Cependant, le flux sanguin est progressivement restauré,
notamment grace aux vaisseaux collatéraux provenant de 1’artére iliaque interne.

Pour pallier a cette collatéralité artérielle, nous utilisons un modele murin d’ICC induite par

une procédure de ligatures séquentielles (A. Lejay et al. 2015). Dans un premier temps, nous
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réalisons une ligature de l'artére fémorale droite (réalisée & mi-chemin entre l'artére épigastrique
superficielle et la bifurcation des artéres poplitée et saphéne) et de ses collatérales. Dans un
deuxieme temps, nous réalisons 4 jours plus tard une ligature de 1'artére iliaque commune droite
a 0,5 cm en aval de son origine. Cette seconde ligature réduit la perfusion collatérale fournie
par I’artére iliaque interne, et permet donc une hypoperfusion artérielle qui dure plus de deux

semaines (Figure 7).

Figure  7:  schéma  expérimental de la  procédure  chirurgicale  d’ischémie  critique  chronique
1 = ligature de [’artere fémorale droite, 2 = ligatures des collatérales de [’artére fémorale droite, 3 = ligature de I’artére
iliaque commune droite
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Résultat | Le ratio plaguettes/lymphocytes comme marqueur de
sarcopénie dans I'ischémie critique chronique

Objectifs : La sarcopénie est un facteur de mauvais pronostic pour les patients atteints
d’ischémie critique chronique (ICC). Cependant, son diagnostic nécessite des mesures sur
imagerie qui sont complexes, longues et difficiles a standardiser en routine. L’inflammation
¢tant un pathomécanisme commun a la sarcopénie et a I’ICC, nous avons cherché a évaluer si
le ratio plaquettes/lymphocytes (RPL) pouvait étre un marqueur rapide de sarcopénie chez les

patients présentant une ICC.

Méthodes : Les patients traités pour ICC entre janvier 2019 et juillet 2019 ont été inclus dans
cette étude rétrospective monocentrique. La sarcopénie a été définie sur la base d’un indice
d’aire de psoas <5.5 cm?/m? chez les hommes et <4.0 cm?/m? chez les femmes. Le RPL a été
calculé pour tous les patients sur la base de leur analyse sanguine préopératoire. La puissance
diagnostique du RPL a été calculée au moyen d’une courbe ROC. Les données concernant la

morbidité et la mortalité a 30 jours ont été récupérées.

Résultats : 64 patients sont inclus dans 1’étude : 48 non-sarcopéniques (indice d’aire de psoas
moyen de 7.34 cm?/m?) et 16 sarcopéniques (indice d’aire de psoas moyen de 4.30 cm?/m?). 11
n’y a aucune différence entre les groupes non-sarcopéniques et sarcopéniques en termes de
démographies, caractéristiques cliniques, risques cardiovasculaires, comorbidités, ou modalités
de revascularisation. Le RPL est significativement plus élevé dans le groupe sarcopénique
(332.1 en moyenne) comparé au groupe non-sarcopénique (204.6 en moyenne) (p=0.02). Une
valeur seuil >292.5 s’est avérée étre un marqueur diagnostic de sarcopénie sur la base d’une
courbe ROC (sensibilité de 31.3%, spécificité de 91.7%). La mortalité a 30 jours était de 12.5%
dans le groupe sarcopénique et de 2.1% dans le groupe non-sarcopénique (p=0.15). La
morbidité a 30 jours était de 56.3% dans le groupe sarcopénique et de 10.4% dans le groupe

non-sarcopénique (p<0.001).

Conclusions : Nous avons pu montrer que la sarcopénie était associée a un RPL élevé et a un
mauvais pronostic en termes de morbidité postopératoire. Cependant, le RPL ne peut étre a lui
seul utilis¢ comme marqueur de sarcopénie chez les patients atteints d’ICC du fait de sa faible

sensibilité (31.3%), limitant son utilisation en pratique clinique courante.
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Usefulness of Platelet-to-Lymphocyte Ratio as
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Background: Sarcopenia is a factor of poor prognosis for patients with critical limb threatening
ischemia (CLTI), but its diagnosis requires imaging measurements and is time consuming. We
investigated whether preoperative platelet-to-lymphocyte ratio (PLR) could be an easy and rapid
marker of sarcopenia.

Methods: Patients treated for CLTI between January 2019 and July 2019 were included in this
single-center retrospective study. Sarcopenia was defined by a psoas muscle index (PMI)
<5.5 cm?m? in men, and <4.0 cm?m? in women. PLR was calculated for all patients based
on their systematic preoperative blood analysis. The diagnostic power of PLR was analyzed
through a receiver operating characteristic (ROC) curve. Early outcomes of sarcopenic patients
in terms of 30-day mortality and 30-day morbidity were retrieved.

Results: Sixty-four patients were included in the study: 48 nonsarcopenic patients (mean PMI
7.34 cm?m?; interquartile range [IQR] 6.58—8.01) and 16 sarcopenic patients (mean PMI
4.30 cm?/m?; IQR 3.45—5.17). No difference was found between both groups regarding patient
demographics, clinical characteristics, cardiovascular risk factors, comorbidities, or revascular-
ization modalities. PLR was significantly higher in the sarcopenic group (mean 332.1; IQR
158.2—320.7) compared with the nonsarcopenic group (mean 204.6; IQR 133.8—265.6)
(P = 0.02). A PLR value >292.5 was shown to be a diagnostic marker for sarcopenia based
on the ROC curve (sensitivity 31.3%, specificity 91.7%). Thirty-day mortality was 12.5% in the
sarcopenic group and 2.1% in the nonsarcopenic group (P = 0.15); 30-day morbidity was
56.3% in the sarcopenic group and 10.4% in the nonsarcopenic group (P < 0.001).
Conclusions: PLR might help identifying a subgroup of CTLI patients associated with poor
prognosis but does not seem appropriate to be used as a marker of sarcopenia given its low
sensitivity.
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INTRODUCTION

Critical limb threatening ischemia (CLTI) represents
the end stage of peripheral arterial disease. CLTI is
highly morbid, incurring significant mortality,
limb loss, pain, and decreased quality of life among
those afflicted patients.’ Because vascular specialists
are today given the opportunity to choose between a
variety of modern and efficient technologies to treat
CLTI, guidelines provide the current state of evi-
dence for guiding treatment decisions in CLTI pa-
tients.” However, this global approach should be
tailored to the physiological and anatomical
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specificities of the patients and it appears mandatory
to identify subgroups of patients who would require
specific attention due to poor outcomes.

When associated with sarcopenia, both quality of
life and prognosis of patients with CLTI are signifi-
cantly worsened.”” © However, although critical for
patients’ care, the diagnosis of sarcopenia is often
overlooked in these patients.

To date, a large majority of patients experiencing
CLTI are investigated with preoperative conven-
tional tomography angiography (CTA), which could
be a way to conduct systematic and automated
assessment of sarcopenia. Nevertheless, CTA anal-
ysis might be difficult to standardize and can be
considered time consuming. That is why it is impor-
tant to find other sarcopenic markers suitable for
daily routine practice.

Given the role of inflammation and blood flow al-
terations in the pathophysiology of CLTI and sarco-
penia,” we hypothesized that platelet-to-
lymphocyte ratio (PLR) could be a simple and easy
predictive indicator of sarcopenia, as it has been
shown in oncology or digestive surgery™ or in the
community-dwelling older adults.'® To our knowl-
edge, no study has assessed the relationship be-
tween PLR and sarcopenia in the setting of CLTIL.
Therefore, the aim of the study is to investigate if
PLR can be considered as a marker of sarcopenia in
CLTI patients and to evaluate early outcomes of sar-
copenic CLTI patients.

METHODS
Population

Medical records of all patients treated for CLTI in our
institution between January 2019 and July 2019
were retrieved. The inclusion criteria were patients
(1) who underwent infrainguinal surgical revascu-
larization and (2) patients in whom preoperative
CTA and blood analysis including platelet and
lymphocyte counts were performed.

Preoperative Parameters

The following preoperative parameters were
recorded: demographic data (age, gender), clinical
data (weight, height, body mass index [BMI], rest
pain or ulcers, hemodynamic evaluation), cardio-
vascular risk factors (tobacco use or smoking history
defined as smoking cessation for more than 1 year,
diabetes, hypertension, dyslipidemia, obesity),
comorbidities (cardiac, renal, or pulmonary comor-
bidities), history of cancer, chronic inflammatory
disease or hematologic disorders, skeletal muscle
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mass, and blood parameters (platelet, neutrophil,
lymphocyte counts).

Skeletal muscle mass was obtained from preoper-
ative transverse cross-sectional CTA images. The left
and right psoas muscles were outlined at the inferior
border of the fourth lumbar vertebrae. The areas of
the left and right psoas muscles were summed to
compute total psoas muscle area (TPMA). TPMA
was later standardized by height to obtain psoas
muscle index (PMI) (reported as cm?®/m?)."" Low
PMI was considered as an indicator of sarcopenia.
Low PMI was defined as <5.5 cm®/m?” in men and
<4.0 cm?/m? in women, based on previous reports
defining sarcopenia in vascular patients.'?'*

Study Design

Patients were divided into 2 groups according to
skeletal muscle mass: sarcopenic group (PMI
<5.5 cm?/m? in men or <4.0 cm?/m? in women)
and nonsarcopenic group (PMI >5.5 cm?/m? in
men or >4.0 cm?/m? in women).

Peroperative Parameters

Procedural data included type of surgery, length of
the procedure, and need for blood transfusion.

Postoperative Parameters

The following postoperative parameters were
recorded: 30-day mortality and 30-day morbidity.
Morbidity was defined as surgery-related morbidity
(major amputation or wound complications such as
lymphocele and hematoma) or systemic morbidity
(cardiac, renal, or pulmonary). Cardiac morbidity
was defined as myocardial infarction, renal
morbidity as acute kidney failure requiring dialysis,
and pulmonary morbidity as lung decompensation
requiring ventilator support. Clinical and hemody-
namic examination was systematically performed
at 4 weeks.

Early Outcomes

Primary outcome was the effectiveness of PLR to be
a marker of sarcopenia in CLTI patients. Secondary
outcomes were early outcomes of sarcopenic CLTI
patients: 30-day mortality and morbidity.

Statistical Analysis

The D’Agostino-Pearson test was carried out to
confirm the normality of continuous parameters.
Depending on their distribution, continuous vari-
ables were either analyzed using the Mann—
Whitney U-test, or the Student’s f-test, and were
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presented as mean, median, and interquartile range
(IQR). Categorical variables were analyzed using the
chi-squared test or the Fisher’s exact test, and re-
ported as absolute numbers and percentages. The
diagnostic power of PLR was assessed using the
area under the receiver operating characteristic
(ROC) curve, and expressed as plots of the test sensi-
tivity versus 1—specificity. A P value <0.05 was
considered statistically significant. All statistical an-
alyses were performed using GraphPad software.

RESULTS
Population

In total, 64 patients met the inclusion criteria: 42
men (65.6%) and 22 women (34.4%). The nonsar-
copenic group was constituted of 48 patients
(75.0%) and the sarcopenic group of 16 patients
(25.0%). Mean PMI was 7.34 cm?/m? (median
7.11; IQR 6.58—8.01) in the nonsarcopenic group
and 4.30 cm?*/m? (median 4.43; IQR 3.45—5.17) in
the sarcopenic group.

Preoperative Parameters

Patient demographics and clinical characteristics,
cardiovascular risk factors, comorbidities and his-
tory of cancer, chronic inflammatory disease, or he-
matologic disorders were similar between both
groups. Among blood markers, PLR (P = 0.0228)
was significantly higher in sarcopenic patients
compared to those without sarcopenia. Platelet,
neutrophil, or lymphocyte counts alone were not
relevant with sarcopenia (Table I).

The area under the ROC curve was used as a mea-
sure for the effectiveness of PLR as diagnostic
marker. Figure 1 shows the area under the curve
of preoperative PLR (0.6068, 95% confidence inter-
val 0.437—0.777).

Based on the ROC curve, the cut-off value of PLR
for sarcopenia was set as 292.5 (sensitivity 31.3%,
specificity 91.7%). Groups were dichotomized as
“low PLR (<292.5)” and “high PLR (>292.5).”
High PLR was found in 9 patients (14.1%). Higher
PLR was significantly associated with elevated cases
of sarcopenia (P = 0.0364), lower BMI (P = 0.0285),
and a higher proportion of ulcers (P < 0.0001)
(Table II).

Peroperative Parameters

No difference was found between sarcopenic and
nonsarcopenic groups regarding revascularization
modalities (Table IIT).
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Fig. 1. ROC curve for PLR inflammatory marker accord-
ing to sarcopenia.

Thirty-day Morbidity and Mortality

No patient was lost of follow-up. Thirty-day mortal-
ity was 2.1% vs. 12.5% in nonsarcopenic and sarco-
penic groups, respectively (P =0.1517). A statistical
difference was noted concerning overall morbidity:
10.4% and 56.3% in nonsarcopenic and sarcopenic
groups, respectively (P = 0.0004) (Table IV).

DISCUSSION

The main result of the present study is that sarcope-
nia is associated with elevated PLR and bad prog-
nosis in terms of postoperative morbidity.
However, a PLR cut-off value of 292.5 does not favor
the diagnosis of sarcopenia given its low sensitivity,
limiting its use as a simple marker of sarcopenia in
CLTI patients.

The relationship between PLR and sarcopenia is
unclear but might involve the inflammatory status
of sarcopenic patients with CLTI. Altered inflamma-
tory process is an important pathophysiological
mechanism in CLTI, and likely contributes to the
genesis of sarcopenia. Indeed, several vascular in-
flammatory markers such as tumor necrosis factor-
a, interleukin 6, interleukin 1 receptor antagonist,
fibrinogen, vascular cell adhesion protein 1, inter-
cellular adhesion molecule 1, selectins, and C-reac-
tive protein were found elevated in CLTI patients,
compared with controls subjects.'’"'¢ Furthermore,
elevated levels of these markers were associated
with reduced muscle strength, muscle quality, and
poorer physical performance in CLTI.'”? This sys-
temic inflammation could be attributable to (1) the
activation of platelet (as seen in thrombosis injuries)
because they are responsible for the release of cyto-
kines, proinflammatory chemokines, and growth
factors and (2) the reduction in lymphocyte counts
due to the physiological stress and/or poorer health
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Table II. Clinical characteristics according to PLR

PLR, sarcopenia and CLTI 5

Factors Low PLR (n = 55) High PLR (n = 9) P-value
Demographic data
Age (years) 72.2 (71.0; 65.0—82.0) 79.7 (86.0; 65.0—90.5) 0.0885
Sex ratio 1.9 2 1.0000°
Clinical data
Weight (kg) 74.80 (70.0; 64.75—82.25) 67.67 (69.0; 60.0—76.5) 0.2010
Height (m) 1.69 (1.70; 1.60—1.75) 1.71 (1.70; 1.66—1.77) 0.4489
BMI (kg/m?) 26.38 (25.46; 23.12—27.51) 23.14 (22.21; 21.18—25.20) 0.0285°
Rest pain 21 (38.2%) 2 (22.2%) 0.4699°
Ulcers 16 (29.1%) 9 (100%) <0.0001*°
TCPO, 5.5 (5.0; 3.0—7.0) 5.0 (5.0; 3.0—7.0) 0.5669
Cardiovascular risk factors
Smoking 27 (49.1%) 2 (22.2%) 0.1660"
Diabetes 29 (52.7%) 3 (33.3%) 0.4741°
Hypertension 37 (67.3%) 9 (100%) 0.0515"
Dyslipidemia 24 (43.6%) 3 (33.3%) 0.7222°
Obesity 9 (16.4%) 0 (0%) 0.3369°
Comorbidities
Cardiac 24 (43.6%) 4 (44.4%) 1.0000"
Renal 2 (3.6%) 1 (11.1%) 0.3703°
Pulmonary 3 (5.5%) 1 (11.1%) 0.4632°

Values are presented as mean (median; interquartile range), or number (%).

TCPO,, transcutaneous OXygen pressure.
“Fisher’s exact test.
“Statistically significant (P < 0.05).

conditions of sarcopenic patients.’’?’ The main
advantage of PLR results from an easy and simple
blood test and reflects variations in platelet and
lymphocyte levels. It is easy to assess, and quicker
than imaging measurements. As it is a ratio, PLR is
relatively more stable than individual blood param-
eters. Consequently, our study shows an association
between sarcopenia and PLR in CLTI patients, but
not between sarcopenia and platelet or lymphocyte
counts alone. This might also explain the high pro-
portion of ulcers in high PLR patients. Indeed, infec-
tion and acute inflammation related to ulcers might
play an important role.

This study explored the link between PLR, sarco-
penia, and the prognosis of patients with CTLI. Pre-
vious studies demonstrated the prognosis value of
PLR for vascular patients. Indeed, PLR was shown
to predict limb salvage in CLTI patients following a
revascularization procedure, and in patients for
whom surgery was not possible. Indeed, Huang
et al.?? reported that CLTI patients with high PLR
(>130.337) displayed shorter amputation-free sur-
vival time (18.0 vs. 109.9 months for controls,
P < 0.001) and higher risks of low extremity ampu-
tation (rates of 52.5% vs. 15.0% for controls,
P < 0.0001) compared with CLTI patients with
lower PLR following endovascular
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revascularization. Furthermore, 2 independent
studies found that high PLR (>160 or >237.14)
was associated with poorer overall limb salvage in
CLTI patients not eligible for surgical revasculariza-
tion.”*** PLR was also associated with increased car-
diovascular events in patients with CLTI, as patients
with high PLR (>142 or >150) presented with
higher long-term cardiovascular mortality (31.6%
vs. 17.2% for the low PLR group, P < 0.001) and
myocardial infarction rates (5.7% vs. 3.5%,
P = 0.02).?>?° These studies highlight the signifi-
cance of PLR in vascular diseases. It should be noted
that these large disparities in PLR cut-off values are
likely due to the heterogeneity in the population
and the outcome of interest studied. In our study,
PLR might help identifying a subgroup of patients
associated with poor prognosis, even PLR does not
seem appropriate to be used as a marker of
sarcopenia.

The diagnosis of sarcopenia represents a chal-
lenge due to the complex assessment of muscle con-
dition in CLTI patients. Indeed, appropriate cut-off
values are not well defined for measurements of
low muscle mass. Some studies used previously
published thresholds, while others define sarcope-
nia based on the lowest quartile or ROC analysis.
Here, we decided to use the previously published
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Table III. Revascularization modalities according to sarcopenia

Factors Nonsarcopenic group (n = 48) Sarcopenic group (n = 16) P-value
Type of surgery
Open surgery 13 (27.1%) 5 (31.2%) 0.7563%
Endovascular surgery 29 (60.4%) 8 (50.0%) 0.4650°
Hybrid procedure 6 (12.5%) 3 (18.8%) 0.6792°
Length of procedure (min) 116 (95; 76.5—113.5) 136 (135; 105—165) 0.3986
Need for blood transfusion 2 (4.2%) 1 (6.2%) 1.0000°
Values are presented as mean (median; interquartile range), or number (%).
“Fisher’s exact test.
bChi-squared test.
Table IV. Thirty-day morbidity and mortality according to sarcopenia
Nonsarcopenic group
Factors Overall (n = 64) (n = 48) Sarcopenic group (n = 16) P-value®
Thirty-day mortality 3 (4.7%) 1(2.1%) 2 (12.5%) 0.1517
Major amputation 2 (3.1%) 1(2.1%) 1 (6.3%) 0.4405
Local complications 7 (10.9%) 3 (6.3%) 4 (25%) 0.0592
(lymphocele,
hematoma)
General complications
Cardiac 2 (3.1%) 0 (0%) 2 (12.5%) 0.0595
decompensation
Renal 3 (4.7%) 1(2.1%) 2 (12.5%) 0.1517
decompensation
with dialysis
Pulmonary 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NA
decompensation
Overall 30-day 14 (21.9%) 5 (10.4%) 9 (56.3%) 0.0004"
morbidity

Values are presented as number (%).
NA, not applicable.

“Fisher’s exact test.

bStatistically significant (P < 0.05).

gender-specific cutoff of <5.5 cm?/m? in men, and
<4.0 cm?/m? in women for low PMI, rather than
creating our own cutoff.’’"** This threshold was
based on a western population of vascular patients,
highly similar to our population of patients. It could
represent a universal cut-off value for defining sar-
copenia in vascular patients, allowing a generaliz-
ability of the resulting data. Our study shows that
PLR is a simple screening test that could help with
the identification of subgroups of patients who
would require personalized treatments or specific
therapeutic strategies, such as sarcopenic patients.
Eventually, we hypothesize that patients’ quality
of life and overall prognosis could be improved by
reversing the sarcopenic features seen in CLTI pa-
tients, notably through exercise or modulation of
muscle mitochondrial dysfunction.”*’

This study suffers from several limitations. First,
the study design is retrospective. Moreover, the
diagnosis of sarcopenia was solely based on mus-
cle mass measurements and did not include data
on muscle strength or physical performance,
even if, it has been shown to be a reliable param-
eter of sarcopenia in the setting of CLTL'
Furthermore, the cut-off value for low or high
PLR was set at 292.5. As it is a high threshold,
the risk of mistakenly diagnosed sarcopenia in pa-
tients who do not have it is extremely low (as
shown by the high specificity of the screening
test at 91.7%), but the risk of missing some of
the patients who are indeed sarcopenic is high
(as reflected by the low sensibility of the screening
test at 31.3%). Finally, the small sample size of
this study might have impacted the statistical
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power of the analysis, limiting the robustness of
the results.

CONCLUSION

CLTI is a heterogeneous entity urging for tailored
treatment decisions based on patients’ physiological
and anatomical specificities. Particularly, sarcopenic
patients should be considered as a subgroup of high-
risk patients and the PLR might help to depict this
subgroup of patients, requiring personalized treat-
ments and probably specific therapeutic strategies.
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Résultat Il Ischémie critique chronique et sarcopénie : revue de la
littérature

Objectifs : Le développement d’une sarcopénie est un facteur de risque pour les patients
atteints d’artériopathie. Il est donc important d’identifier les mécanismes physiopathologiques
sous-jacents, ainsi que les stratégies thérapeutiques potentielles pouvant améliorer la fonction

musculaire.

Méthodes : Une revue systématique de la littérature a été réalisée en suivant les

recommandations PRISMA.

Résultats : Au total, 79 publications ont été inclues dans la revue. L’analyse épidémiologique
se base sur 18 études portant sur 2362 patients atteints d’artériopathie (31.39% [SD 7.6] de
femmes, agés de 72.42 [SD 2.8] ans en moyenne), la sarcopénie est présente chez 34.63% (SD
12.9) des patients. L’analyse des voies moléculaires impliquées est basée sur 5 études animales
et 29 études cliniques. La force et la fonction musculaire sont altérées chez 1352 patients
(26.49% [SD 17.3] de femmes, agés de 67.67 [SD 5.1] ans en moyenne). Les fibres musculaires
montrent des défauts histologiques chez 192 patients (9.2% [SD 11.2] de femmes, agés de 64.3
[SD 1.0] ans en moyenne). Le stress oxydant est augmenté de 58.63% [SD 25.5] chez 69
patients (16.96% [SD 8.1] de femmes, agés de 63.17 [1.4] ans en moyenne). Une
mitochondriopathie est présente chez 153 patients (29.39% [SD 28.3] de femmes, agés de 63.5
[SD 1.8] ans en moyenne). L’inflammation est augmentée de 15.58% [SD 7.4] chez 900
patients (40.77% [SD 3.7] de femmes, agés de 74.9 [SD 2.8] ans en moyenne). Les voies de
catabolisme et d’anabolisme musculaire sont altérées chez 51 patients (34.45% [SD 32.23] de
femmes, agés de 72.25 [SD 5.3] ans en moyenne). L’analyse des approches thérapeutiques est
basée sur 7 études animales et 21 études cliniques. Au total, 884 patients ont suivi une thérapie
par ’exercice et 18 ont regu un traitement angiogénique (30.84% [SD 17.74] de femmes, agés

de 66.85 [SD 4.0] ans en moyenne).

Conclusions : Il est essentiel de sensibiliser a I’importance du diagnostic de la sarcopénie dans
la pratique médicale quotidienne. La sarcopénie et 1’artériopathie s’accompagnent d’un stress
oxydatif, d’'un dysfonctionnement mitochondrial, d’une inflammation et d’une altération des

processus de catabolisme/anabolisme musculaire. A ce jour, outre la revascularisation, la
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stratégie thérapeutique envisagée pour améliorer la fonction musculaire est I’exercice. Les

mécanismes sous-jacents pourraient ouvrir la voie a de nouvelles avancées thérapeutiques.
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Abstract

Background Patients with lower extremity peripheral arterial disease (PAD) and sarcopenia are a population at risk requiring
specific and targeted care. The aim of this review is to gather all relevant studies associating sarcopenia and PAD and to identify
the underlying pathophysiological mechanisms as well as potential therapeutic strategies to improve skeletal muscle function.
Methods A systematic review was carried out following the recommendations of the Preferred Reporting Items for System-
atic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA).

Results Data extraction allowed the evaluation of 140 publications; 87 met the inclusion criteria; of which 79 were included
in the final review, reporting sufficient data for epidemiological and diagnostic criteria, mechanical analysis, and therapeutic
approaches. Epidemiological analysis and diagnostic criteria were based on 18 studies following 2362 PAD patients [31.39%
(SD 7.61) women], aged 72.42 (SD 2.84); sarcopenia was present in 34.63% (SD 12.86) of the patients. Mechanical and path-
way analysis were based on five animal studies and 29 clinical reports, showing significantly altered muscle strength and func-
tion in 1352 PAD patients [26.49% (SD 17.32) women], aged 67.67 (SD 5.14) years; impaired muscle histology in 192 PAD
patients (9.2% (SD 11.22) women), aged 64.3 (SD 0.99) years; +58.63% (SD 25.48) of oxidative stress in 69 PAD patients
[16.96% (SD 8.10) women], aged 63.17 (SD 1.43) years; mitochondriopathy in 153 PAD patients [29.39% (SD 28.27) women],
aged 63.50 (SD 1.83) years; +15.58% (SD 7.41) of inflammation in 900 PAD patients [40.77% (SD 3.71) women], aged 74.88 (SD
2.76) years; and altered signalling pathways in 51 PAD patients [34.45% (SD 32.23) women], aged 72.25 (SD 5.25) years. Ther-
apeutic approaches analysis was based on seven animal studies and 21 clinical reports. In total, 884 patients followed an ex-
ercise therapy, and 18 received an angiogenesis treatment; 30.84% (SD 17.74) were women. Mean ages of patients studied
were 66.85 (SD 3.96).

Conclusions Sarcopenia and lower extremity PAD have musculoskeletal consequences that directly impair patients’ quality
of life and prognosis. Although PAD is primarily a vascular disease, all etiological factors of sarcopenia identified so far are pres-
ent in PAD. Indeed, both sarcopenia and PAD are accompanied by oxidative stress, skeletal muscle mitochondrial impairments,
inflammation, inhibition of specific pathways regulating muscle synthesis or protection (i.e. IGF-1, RISK, and SAFE), and activa-
tion of molecules associated with muscle degradation. To date, besides revascularization, the best therapeutic strategy in-
cludes exercise, but approaches targeting the underlying mechanisms still deserve further studies.

Keywords Sarcopenia; Peripheral arterial disease; Pathological pathways; Oxidative stress; Inflammation; Mitochondrial function;
Exercise training
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Introduction

Cardiovascular diseases are a major cause of death around
the globe, with a prevalence gradually increasing as life ex-
pectancy rises.” Among them, lower extremity peripheral ar-
terial disease (PAD) is defined by a reduction of or an
obstruction to blood flow in the arteries, with symptoms
ranging from intermittent claudication to critical limb ische-
mia (CLI), characterized by rest pain and/or ulcers.>™

Peripheral arterial disease is commonly accompanied by
musculoskeletal abnormalities including generalized loss of
skeletal muscle mass, strength, and physical performance—
also called sarcopenia.>® Both PAD and sarcopenia can run
in parallel, many patients with PAD being also diagnosed with
a sarcopenic condition (and probably even more are undiag-
nosed). In addition to worsen the loss of muscle mass and
function in a vicious circle, sarcopenia further aggravates pa-
tients’ quality of life and prognosis.” It is therefore essential
to have a better understanding on how PAD and sarcopenia
may impair skeletal muscle.

This systematic review resulted from the need to raise
awareness on the importance of diagnosing sarcopenia in
daily practice, and to better understand the pathological
mechanisms underlying sarcopenia and PAD that might open
the way towards new therapeutic advances. Therefore, the
aim of this article is to gather all the relevant studies associ-
ating sarcopenia and PAD. To this end, the proposed system-
atic review will answer the following questions:

[N

Epidemiological data: is sarcopenia a rare condition in pa-

tients with PAD?

2 Diagnostic criteria: how to diagnose sarcopenia and is
sarcopenia a factor of poor prognosis for patients with
PAD?

3 Mechanical analysis: how does sarcopenia affect skeletal
muscle?

4 Therapeutic approaches: can we reverse the sarcopenic

condition in patients with PAD?

Methods
Systematic review of the literature
A systematic review was performed following previously pub-

lished Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA) guidelines.?

Eligibility criteria

Throughout the process of literature selection, clear inclusion
and exclusion criteria were followed. Studies included were
full text English or French publications without any

chronological limit. All primary research studies reporting a
link between sarcopenia and PAD were included. Studies
not eligible for inclusion were reviews, letters, editorials,
comments, book chapters, and studies focusing on other dis-
eases. The main outcomes of interest were the presence of
epidemiological data, mechanical data, and therapeutic data
focusing on skeletal muscle aberrations and PAD. Studies that
listed patient characteristics, assessment method of
sarcopenia, duration of follow-up, and prognostic outcome
were considered to have epidemiological significance. Studies
that listed mechanistic pathways leading to muscular defects
in PAD were considered to have mechanical significance.
Studies that listed therapies targeting skeletal muscle for
PAD patients were considered to have therapeutic significant.

Information sources and search strategy

The PubMed database was analysed with a combined strat-
egy using the subject heading terms (‘peripheral artery dis-
ease’ OR ‘peripheral arterial disease’ OR ‘critical limb
ischemia’” OR ‘chronic limb-threatening ischemia’) AND
(‘sarcopenia’ OR ‘muscle atrophy’ OR ‘amyotrophy’ OR ‘mus-
cle strength’” OR ‘muscle loss’ OR ‘muscle dysfunction’). All ti-
tles and abstracts collected from the search strategy were
screened for relevance. When a relevant article was found,
full text articles were retrieved. Studies that did not meet
the inclusion criteria were excluded. The publications of the
reference lists of included studies were searched and scanned
for other potentially relevant studies. The full text of all po-
tentially relevant articles was obtained and reviewed for
eligibility.

Study records and data items

Data were extracted using a standardized form. This was
done in duplicate to increase accuracy and to reduce mea-
surement bias. Data extracted included study characteristics
(year of publication, study design, population, and parame-
ters determined) and particularly skeletal muscle characteris-
tics (type of muscle, measurement method of muscle mass
and strength) and main results.

Results

A flowchart showing study selection is given in Figure 1. Data
extraction led to the evaluation of 140 publications, of which
87 met the inclusion criteria, and 79 were included in the final
review.”®” Of these, 18 gave sufficient data for epidemiolog-
ical analysis and diagnostic criteria,®2° 33 gave sufficient data
for mechanistical analysis,?”>° and 28 gave sufficient data for
therapeutic approaches.®®®”
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FIGURE 1 Flowchart of the systematic review.

1/Epidemiological data: Is sarcopenia a rare
condition in patients with PAD?

Epidemiological analysis and diagnostic criteria were based
on 17 studies following 2362 PAD patients; 31.39% (SD
7.61) were women. Mean age of patients studied was 72.42
(SD 2.84). Sarcopenia was present in 34.63% (SD 12.86) of
the patients.

Sarcopenia is also described in conditions associated with
PAD, such as metabolic syndrome. The metabolic syndrome
—clustering of multiple metabolic abnormalities (i.e. diabe-
tes mellitus, dyslipidemia, hypertension, or obesity)—is as-
sociated with an increased risk of cardiovascular morbidity
and mortality and is highly prevalent in PAD patients.’

Interestingly, in a rat model of PAD, the presence of diabe-
tes mellitus worsened the ischemia—reperfusion-induced
skeletal muscle injury, as shown by a more severe decline in

mitochondrial respiration and by enhanced levels of oxidative
stress and apoptosis effectors in skeletal muscles.*®

In humans, patients living with both PAD and diabetes
mellitus displayed musculoskeletal and biomechanical
changes in the lower limbs. Indeed, Bartolo et al. recently
showed a significant increase in the electromyogram muscle
amplitude of PAD and diabetic patients, characteristic of less
efficient lower muscle contractions and probable early
fatigue.*

Thus, skeletal muscle wasting is exacerbated in PAD pa-
tients presenting with a metabolic syndrome. Such patients
represent a particularly fragile population that requires spe-
cific attention because of prominent atherosclerotic risk fac-
tors and poor outcomes. Moreover, the accumulation of
skeletal muscle alterations might enhance the prevalence of
sarcopenia—particularly hidden sarcopenia—in this fragile
population. Indeed, it is important to note that a large

Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle 2020; 11: 866—-886
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proportion of these patients might be obese and thus, might
be at risk of developing sarcopenic visceral and/or subcutane-
ous obesity. Such potential hidden condition is resulting in a
higher risk of adverse outcomes.*?

2/Diagnostic criteria: How to diagnose sarcopenia
and is sarcopenia a factor of poor prognosis for
patients with PAD?

A/What is sarcopenia? Definition and diagnostic criteria
Sarcopenia is characterized by a decline in muscle mass and
function with age or disease. It represents a significant bur-
den for the patients, as it is associated with physical disability,
increased hospitalization rates and mortality."? It is therefore
essential for healthcare professionals to better recognize this
condition. In this light and during the last decade, collabora-
tive efforts were made all over the world, for example,
Europe, America, and Asia in order to reach a consensus def-
inition and diagnosis criteria for sarcopenia. To date, it ap-
pears accepted by the different working groups on
sarcopenia that sarcopenia should be defined through three
main criteria: (i) low muscle strength, (ii) low muscle quantity
or quality, and (iii) low physical performance. Alone, Criterion
1is considered the most reliable, and it should guide towards
the diagnosis of sarcopenia. When combined, Criteria 1 and 2
account for the certainty of the diagnosis. Last, if all three
criteria are met, sarcopenia is considered severe based on
the link between low physical performance and poor
prognosis.

Muscle strength assessment According to the European
Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP),
low muscle strength can be assessed with measures of grip
strength, with cut-off points under 27 kg for men and 16 kg
for women. The chair stand test can be used to measure im-
paired lower body strength (sarcopenia is suspected if the
time required to complete five consecutive rises exceeds
15 s). Finally, isometric torque methods can be used to mea-
sure muscle extension/flexion power.

Muscle mass/quality assessment Low muscle quantity can be
assessed by measurements of appendicular skeletal muscle
mass (ASM) or skeletal muscle mass index (ASM/height?)
using bioelectrical impedance analysis (BIA) or dual X-ray ab-
sorptiometry (DXA). The reference values for low ASM are
under 20 kg for men and 15 kg for women and under
7.0 kg/m? for men and 6.0 kg/m? for women for low skeletal
muscle mass index. Magnetic resonance imaging (MRI) or
computed tomography (CT) can also be used to appreciate
muscle quantity; however, appropriate cut-offs values are
not well defined for these measurements.

Physical performance assessment Low physical performance
can be predicted by low gait speed (<0.8 m/s) or low score
on the short physical performance battery test (<8 point).**

The data published show an important heterogeneity in
the application of sarcopenic diagnostic criteria. Indeed,
based on the articles in Tables 1 and 2, 12 articles are using
a single-measurement approach (measure of muscle mass
alone in six articles, muscle strength alone in five articles
and physical performance alone in one article); nine articles
are using two points of measure (commonly muscle strength
and physical performance), and no articles are using all three
criteria (muscle strength, muscle mass, and muscle function).
Where muscle mass is used, four articles focused on lumbar
muscles, one on leg muscles, and three on individual psoas
muscle; and values are either unindexed in five articles,
indexed to tibial length square in one article, height square
in one article, or even to the adjacent vertebral body in one
article. These disparities make it difficult to aggregate and
compare the resulting data. Further, it is unlikely that a single
muscle might be used as a sentinel for sarcopenia diagnostic.
These data support the need of further studies to reach a
consensus allowing clear and valid diagnostic criteria for
sarcopenia in PAD patients.*®

B/Sarcopenia in PAD: a factor of poor prognosis

Sarcopenia has been associated with multiple adverse events
such as physical limitation, poor quality of life, and mortality
and was shown to predict patients’ prognosis and outcome
following vascular procedures.'® Similarly, recent data have
revealed a link between sarcopenia, PAD and high comorbid-
ity. In a 48-month longitudinal study, a reduction in calf mus-
cle density, lower limb extension/flexion power, and hand
grip strength was shown to be associated with an increase
in mortality in 434 PAD patients.'” Interestingly, this conclu-
sion was also reached when only one parameter of
sarcopenia was measured (muscle quantity'® or muscle
strength'®). Indeed, in a retrospective study of 327 patients
with PAD followed for up to 30 months, Sugai et al. found
an independent link between low psoas muscle area and ma-
jor adverse cardiovascular and limb events. Likewise, after a
9-month follow-up, Reeve et al. highlighted an association
between lower grip strength and elevated comorbidity and
cardiac risk in patients with vascular diseases, including
PAD. Noteworthy, in a study realized on 410 patients with
PAD followed for 60 months, poor leg extension/flexion
power was reported to predict mortality in men but not in
women.?® This result might be explained by the larger pro-
portion of men studied. Finally, a recent study following pa-
tients with PAD for 72 months showed no difference on
overall survival between patients with high or low muscle
mass, assessed through comparison of psoas-L4 vertebral
index.?! Together, these results indicate that muscle strength
rather than muscle mass is a poor prognosis factor in PAD.
This might be attributable to the fact that muscle mass
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measurements are extremely susceptible to bias, supporting
the need for homogenized technic used, muscle analysed,
and cut-off values of low muscle mass.

Sarcopenia was also linked with CLI and high mortality
rates. Indeed, in 2015, and subsequently in 2017, Matsubara
et al. reported that sarcopenia was associated with higher
cardiovascular events and lower survival, in 64 and 114 pa-
tients suffering from CLI, respectively.?>?® Recent papers con-
firmed this association in retrospective studies including
patients with CLI, where low skeletal muscle mass was predic-
tive of a worse overall survival**® (Tablel).

3/Mechanistical analysis: how does sarcopenia
affect skeletal muscle?

Mechanistical analysis was based on five animal studies [10;
43-44; 48; 58] and 29 clinical reports. This allowed the anal-
ysis of the following:

muscle strength and function,>” 8 based on 1352 PAD pa-

tients [26.49% (SD 17.32) women], aged 67.67 (SD 5.14)

years;

muscle histology,3*™* based on 192 PAD patients [9.2%

(SD 11.22) women], aged 64.3 (SD 0.99) years;

oxidative stress,”*™*’ based on 69 PAD patients [16.96%

(SD 8.10) women], aged 63.17 (SD 1.43) years;

iv.mitochondriopathy [43; 47-53], based on 153 PAD pa-
tients [29.39% (SD 28.27) women], aged 63.50 (SD 1.83)
years;

v inflammation,*>® based on 900 PAD patients [40.77%

(SD 3.71) women], aged 74.88 (SD 2.76) years;

signalling pathways [10; 57-59], based on 51 PAD patients

[34.45% (SD 32.23) women], aged 72.25 (SD 5.25) years.

Vv

Muscle dysfunction in PAD: the missing link to
better understand the common mechanisms of
sarcopenia and PAD pathophysiology

Patients with lower extremity PAD present various skeletal
muscle defects, such as weak baseline strength, functional
decline, and abnormal muscle histology. Although sarcopenia
is currently defined by its clinical manifestations, all etiologi-
cal factors identified so far—including excessive oxidative
stress production, skeletal muscle mitochondrial impair-
ments, high inflammation, and altered muscle kinetic pro-
cess—are present in PAD and emphasizing skeletal muscle
injuries (Figure 2).

A/Impaired muscle strength and function

Peripheral arterial disease pathophysiology is characterized
by metabolic and structural myopathic changes in skeletal
muscles, responsible for the decline in strength and

function.?” Lower extremity ischemia was shown to specifi-
cally impair proximal and distal leg muscles. Indeed, in a study
of 424 patients with PAD, plantar flexion and knee extension
strength was significantly lower when compared with
age-matched controls.?® Similarly, analysis of strength and
endurance of hip, knee, ankle, and plantar muscles of pa-
tients with and without PAD revealed an association between
PAD and weaker leg muscles.’*? PAD physiopathology is
thus characterized by a failure of specific muscles that are
necessary for normal walking.

Accordingly, the loss of muscle strength appears to play a
central role in the functional defects observed in patients.
In the chronic stage of PAD, values of force-velocity parame-
ters of the lower limbs and 6-min walk capacity were signifi-
cantly lower compared with the control group.
Interestingly, the impairment in force and mobility was also
seen in earlier stages of PAD, as shown by three independent
studies. In the first study, 22 patients with PAD underwent
6-min walking speed testing, maximum strength/endurance
testing of lower limb muscles, as well as performance-based
testing of muscle function. Patients with PAD presented over-
all body disability, muscle weakness, and reduced physical
performance.®* The other two studies highlighted a gait im-
pairment in patients with PAD, using a walkway embedded
with a force plate.>3® Moreover, in a study of 374 patients
with PAD, the correlation between poor strength/mobility
and lower limb ischemia was found in women, but not
men, probably because of their higher baseline strength.®’

It is important to note that in a total of 11 studies associ-
ating low muscle strength and/or function and/or quality
and PAD, none used the term sarcopenia. Yet a sarcopenic di-
agnosis represents a turning point for patients, families, and
clinicians. Indeed, beyond aggravating patients’ prognosis,
sarcopenia constitutes a great burden, as it participates to
the isolation and dependence of patients with PAD3®
(Table2).

B/Impaired muscle histology

The morphological and physiological consequences of the
denervation—reinnervation process that occur in PAD were
assessed in 26 patients with PAD based on gastrocnemius
cross-sectional area values and peak treadmill walking time.
Overall, PAD was characterized by a general decline in type
Il muscle fibres number and size, responsible for the decay
in general muscle strength.3® Subsequent studies focusing
on myofibre morphometrics of PAD gastrocnemius revealed
significant changes in muscle quality, including lower diame-
ter and density, rounder myofibres, and a fast-to-slow switch
resulting in a predominance of type | fibres, as demonstrated
by cross-sectional area analysis."**?

Thus, the genesis of sarcopenia in PAD patients might be
explained by the progressive loss of motoneurons included
in type Il motor units, which remains uncompensated despite
reinnervation of muscle fibres by adaptive sprouting.
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FIGURE 2 Major signalling pathways associated with sarcopenia and peripheral arterial disease (PAD). In the context of PAD, ischemia/reperfusion (I/
R) injury induces a decrease in mitochondrial biogenesis, dynamics, and mitophagic activities, resulting in reactive oxygen species (ROS) burst and con-
secutive oxidative stress. Additionally, elevated levels of IL6, TNF-o, and CRP are responsible for the activation of the inflammatory pathway. Ulti-
mately, I/R-induced oxidative stress and inflammation enhance the activity of the atrophy-related ubiquitin ligases MuRF-1 and atrogin-1 and the
degradation of mitochondria and proteins. I/R is also associated with defective stimulation of the muscle synthesis PI3K/Akt/mTOR pathway, notably
via lower activity of the IGF-1 and RISK pathways. Moreover, alteration of the protective pathways RISK and SAFE lead to persistent mitochondrial per-
meability transition pore (mPTP) opening, reduction in mitochondrial calcium retention capacity, and aggravation of mitochondrial dysfunction. Fur-
ther, during I/R, myostatin overexpression results in enhanced activity of the muscle degradation pathway TGFp.

C/Oxidative stress

An imbalance between pro-oxidant and antioxidant activities
(also called oxidative stress) is responsible for reactive oxygen
species (ROS) accumulation, mitochondrial respiratory chain
dysfunctions, and oxidative damage of DNA. In PAD, ischemic
lesions generate extensive oxidative stress. Accordingly, mu-
rine models of PAD displayed reduced antioxidant enzymes
MRNA levels, increased ROS production,*® increased oxida-
tive stress, and impaired mitochondrial respiration, notably
with reduced electron transport chain complexes |, Ill, and
IV activities in ischemic muscles.**

Similarly, human studies reported altered antioxidant en-
zyme activities, reduced electron transport chain complexes
I, 1, and IV activities and impaired mitochondrial respiration
in patients with PAD.** PAD was also associated with signifi-
cant oxidative stress and ROS production.*® Interestingly,

the extend of oxidative damage in PAD gastrocnemius was
shown to be associated with advanced disease stage and
lower myofibre cross-sectional area.*’

Taken together, these data suggest the pathological impli-
cation of excessive oxidative stress in myofibres damage and
PAD.

D/Mitochondriopathy

With disease and/or advancing age, mitochondrial dysfunc-
tions accumulate, thus disrupting vital
mitochondrial-dependent activities.*” Accordingly, studies in
murine models of CLI revealed mitochondrial DNA damages
in ischemic aged muscles, lower mitochondrial respiration,
declined mitochondrial biogenesis, impaired calcium reten-
tion capacity and muscle atrophy, and muscle contractile
deficits.*>8
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Human investigations regarding mitochondrial dysfunction
in PAD showed an increase in skeletal muscle mitochondrial
DNA injuries*® and abnormal mitochondrial respiratory activ-
ity of ischemic muscles®® compared with controls. Interest-
ingly, Koutakis et al. investigated the potential role of the
muscle specific intermediate filament desmin in PAD patho-
physiology and linked abnormal desmin accumulation with
low mitochondrial respiration.51 Moreover, immunohisto-
chemical analysis of muscle biopsies revealed accumulation
of microtubule-associated protein light chain 3 (LC3)—an au-
tophagic marker—in the area depleted of mitochondria in
PAD myofibres, thus suggesting an association between PAD
and aberrant mitophagy process.>? Last, a recent work has
stressed a unique and severe mitochondriopathy touching
patients with CLI. Indeed, besides the reduced mitochondrial
oxidative capacity and respiratory activity also observed in
patients with PAD, CLI was shown to be characterized by def-
icits in permeabilized myofibre mitochondrial function and
decreased abundance of mitochondria-associated mRNAs
and proteins.>®

Overall, mitochondriopathy is thought to be a major con-
tributor to sarcopenia and PAD, notably with significant dis-
ruption of mitochondrial biogenesis, dynamics, and
mitophagy.

E/Inflammation
Systemic inflammation is considered an important patho-
physiological mechanism in PAD and likely contributes to skel-
etal muscle wasting. Accordingly, several vascular
inflammatory markers such as IL6, IL1 receptor antagonist, fi-
brinogen, and CRP were found elevated in PAD patients com-
pared with controls subjects.> Further studies revealed an
association between higher levels of these markers of inflam-
mation and poorer 6-min walk distance and overall perfor-
mance (combining walking speed, balance, and chair rises
exercises),”® lower calf strength, and more adverse calf mus-
cle characteristics.>®

It is therefore possible that sarcopenia in PAD patients
finds its origin in altered inflammatory process, likely medi-
ated by the dysregulation of multiple cytokine factors.

F/Impaired signalling pathways

IGF-1 synthesis pathway The IGF-1/PI3K/Akt/mTOR signalling
pathway is a key player in muscle growth, stimulating protein
synthesis, and satellite cell proliferation in muscle, all to-
gether while simultaneously suppressing pathways responsi-
ble for protein degradation. Regarding the exact role played
by this synthesis pathway in PAD, data are scarce. In 2004,
Tuomisto et al. reported an up-regulation of the anabolic fac-
tors IGF-1 and IGF-2 in atrophic and regenerating ischemic
myocytes of patients with CLI.>” The IGF system could pro-
mote skeletal muscle survival, regeneration and angiogenesis
under chronic ischemia, notably via the VEGF pathway.

RISK and SAFE protective pathways The RISK and SAFE path-
ways play essential roles in the reduction of
ischemia/reperfusion (I/R) injuries, as they participate to
muscle regeneration and mitochondrial integrity. Though this
phenomenon is well documented in the field of cardiology,
very little is known during PAD. In our rat model of PAD ex-
posed to 3 h of ischemia followed by 2 h of reperfusion, the
RISK and SAFE pathways were inefficiently activated, leading
to mitochondrial dysfunctions, increased oxidative stress
and apoptosis.’®

Impaired muscle degradation pathways Several members of
the TGFp superfamily play a key role in protein degradation,
among them, myostatin is well known for the extreme hyper
muscularity of myostatin knock-out mice and conversely, for
the muscle atrophy of mice overexpressing myostatin. In
mice models of PAD, silencing of myostatin led to gastrocne-
mius hypertrophy and improved running performance.>®

In humans, very little is known about the role of the TGFB
superfamily in PAD pathology. A recent research conducted
by Ha et al. showed that TGFB1 expression increased with ad-
vancing PAD severity.”® Overall, myostatin is thought to be an
important factor in the pathophysiology of sarcopenia and
PAD.

Overall, evidence seem to indicate an imbalance between
protein synthesis and degradation leading to reduced or im-
paired anabolic pathway and, in a broader sense, impaired
muscle function and strength in PAD.

4/Therapeutic approaches: can we reverse the sarcopenic
condition in patients with PAD?

Therapeutic analysis was based on seven animal studies [61—
63; 83-86] and 21 clinical reports, Among the clinical reports,
19 were observational trial studies [64—68; 70-82; 87], and
two were prospective studies [60; 69]. In total, 884 patients
followed an exercise therapy, and 18 received an angiogene-
sis treatment; 30.84% (SD 17.74) were women. Mean age of
patients studied was 66.85 (SD 3.96).

Treating sarcopenia in PAD

Lower limb revascularization surgery is the treatment of
choice for patients suffering from CLI, enabling blood flow
restoration and limb salvage, while reversing some
sarcopenic features. Indeed, in a prospective study following
18 patients with CLI, surgical revascularization improved mus-
cle strength, 6-min walk distance, bodily pain and overall
quality of life.?® However, these muscular parameters are
not currently tested in routine clinical practice, and therefore,
we do not know whether ischemia-related muscle impair-
ment are normalized or whether sequela remain. Neverthe-
less, additional therapeutic approaches like exercise training
or angiogenesis therapies seems useful to further sustain
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SARCOPENIC CRITERIA

1: low muscle strength
+ grip strength <27 kg for men and <16 kg for women
+ chair stand test >15 s for 5 rises

2: low muscle quantity/quality

+ appendicular skeletal mass <20 kg for men and <15 kg for women

- skeletal muscle index <7.0 kg/m? for men and <6.0 kg/m?
3: low physical performance
+ gait speed <0.8 m/s
short physical performance battery test <8 points

DIAGNOSTIC CRITERIA
Criteria 1 alone: probable

Criteria 1+2: confirmed

Criteria 1+2+3: severe

MECHANISTIC PATHWAYS
Oxidative stress
Mitochondriopathy
Inflammation

Impaired protein synthesis and
protective pathways
Enhanced protein degradation

THERAPIES
Exercise training +++
Angiogenesis therapy

FIGURE 3 Sarcopenia and PAD: Diagnostic criteria, mechanistic pathways, and current therapies.

patients with PAD.”? The improvements in endurance (pain-
free walking distance, 6-min walking distance, and peak exer-
cise performance) were accompanied by a large decline in bi-
lateral thigh lean mass’® or by a significant increase in the
number of denervated calf muscle fibres.”* Here, regions re-
mote to the ischemic lesion are mostly affected by a decline
in muscle mass and muscle quality, possibly caused by sen-
sory and motor nerve dysfunction during exercise. Further,
this training program was shown to improve both muscular
function (i.e. increased pain-free walking distance) and endo-
thelial function (i.e. increased flow-mediated dilatation) in
PAD patients.” Interestingly, a 12-week treadmill walking ex-
ercise was found more effective than a 12-week strength
training program in term of exercise performance.76

12-week vs. 24-week program A supervised treadmill walking
exercise program was shown to improve exercise perfor-
mance and overall functional status after 12 weeks, with con-
tinued improvement after 24 weeks.”®7””

24-week program The effects of two training program were
assessed in patients suffering from PAD. Improvements in
6-min walk and treadmill walking performance, brachial ar-
tery flow-mediated dilatation, and overall quality of life were
observed in the group following supervised treadmill training;
whereas climbing ability, treadmill performance, and quality
of life were ameliorated in the group following resistance
training, when compared with controls.”®

6-month to 12-month program Two studies demonstrated
the functional and vascular benefits of a 6-month supervised
walking exercise in PAD. Indeed, Andrew et al. observed im-
provements in peripheral circulation, walking economy, and
cardiopulmonary function’®; while Schieber et al. observed
improvements in walking distance, muscle strength, and gait
biomechanics, as well as overall quality of life.° Moreover, in
medium to longer term (i.e. 6 to 12 months follow-up), pro-
gressive resistance training was shown to have beneficial ef-
fects on walking ability®* and muscle strength.®?

In brief, exercise induces (i) molecular adaptations, notably
with modifications of the transcript levels of mitochondrial
biogenesis, antioxidant, oxidative phosphorylation enzymes,
and reduction of the inflammatory process; (ii) cellular adap-
tations with enhanced mitochondrial plasticity, muscle fibre
areas, and capillarization; and (iii) functional and vascular ad-
aptations with enhanced functional status and improved mi-
crovascular circulation of the lower extremities in PAD
(Table 3). Regular physical activity is highly recommended
to prevent or reduce the onset of adverse effects occurring
with PAD.

Angiogenesis PAD and CLI are characterized by vascular dys-
function, reduced microvascular flow and altered angiogene-
sis process. On this basis, therapeutic angiogenesis
represents a promising approach in the restoration of blood
flow and treatment of ischemic lesions. In mouse models of
CLI, angiogenic therapy consisting in bone marrow cells injec-
tions resulted in reduced limb necrosis and muscle
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impairment, enhanced gastrocnemius and quadriceps muscle
mass, and blood flow regeneration, compared with untreated
ischemic animals.®378° Interestingly, in a murine hindlimb is-
chemic model, injections of donepezil—an anti-Alzheimer
drug—upregulated angiomyogenesis factors (VEGF, HIF-1a,
and Akt) and reduced skeletal muscle atrophy.®®

Data in humans did not confirm the potential benefice of
angiogenesis therapy in PAD, notably showing similar exercise
performance and survival rates.®”

Concluding remarks and perspectives

With more than 200 million individuals affected worldwide,
lower extremity PAD is a major issue for public healthcare.
The morbidity and mortality rates are alarmingly high, espe-
cially in patients also presenting with sarcopenia. The mecha-
nistic link between sarcopenia and PAD remains to be
investigated but likely involves oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, inflammation and impaired muscle synthesis,
and degradation pathways. Although difficult, the diagnosis
of sarcopenia is crucial for PAD patients’ care, as it deter-
mines prognosis, quality of life, and possible treatments.
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Résultat Il Effets d’un protocole d’exercice court et de faible intensité
sur la sarcopénie dans un modele murin d’ischémie critique chronique

Objectifs : L’objectif de cette étude est de déterminer les mécanismes causatifs de la sarcopénie
associée a I’ICC dans un modéle murin, et d’étudier les effets de I’exercice de faible intensité

sur la sarcopénie.

Méthodes : Trois groupes de souris ont été¢ étudiés : SHAM (n=10), ICC (ligatures
séquentielles de 1’artére fémorale superficielle droite et de 1’artére iliaque commune droite,
n=14), et ICC+exercice (ligatures séquentielles + une semaine d’exercice, n=10). La sarcopénie
a été évaluée par le test de suspension pour la force musculaire et le poids du quadriceps pour
la masse musculaire. La structure histologique des muscles comprenait la taille des fibres
(coloration a I’hématoxyline éosine), la taille des fibres par type de fibre (immunofluorescence)
et la fibrose (coloration au trichrome de Masson). L’analyse mécanistique a été¢ étudiée par

western blot, avec 1’analyse des voies de renouvellement des protéines et d’inflammation.

Résultats : Les souris ICC ont développé une sarcopénie : diminution de 35,7% de la force
musculaire et de 46% de la masse musculaire du quadriceps par rapport aux souris SHAM
(p<0,01). La sarcopénie était caractérisée par une atrophie des fibres : diminution de 30,7% de
la taille des fibres et de la fibrose : augmentation de 7,6% de la fraction volumique de collageéne
(p<0,01 et p<0,05 respectivement, par rapport aux souris SHAM). L’analyse par western blot
a montré une augmentation de la dégradation protéique : augmentation de 2 fois du niveau
d’expression de MuRF1, et de I’inflammation : augmentation de 7 fois du niveau d’expression
de TNFa dans les muscles sarcopéniques (p<0,05 par rapport aux souris SHAM).

L’exercice a restauré la force musculaire par rapport aux souris ICC, mais pas la masse
musculaire. L’exercice a augment¢ la taille globale des fibres musculaire, et en particulier la

taille des fibres IIB et [IBX, et a diminué la fraction volumique de collagene.

Conclusions : La physiopathologie de la sarcopénie dans I’ICC implique une fibrose étendue,
une dégradation accrue des protéines et une inflammation. L'exercice de faible intensité a
inversé l'atrophie des fibres de type II, les altérations de la force musculaire et de la motricité
chez la souris, réduisant ainsi la fibrose musculaire. Cela suggere que l'exercice de faible
intensité pourrait permettre d'autres améliorations fonctionnelles dans le cadre de I'ICC et

pourrait diminuer les effets déléteres de la sarcopénie associée.
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What this paper adds

Critical limb threatening ischemia associated to sarcopenia has bad prognosis.
Revascularization, when feasible, is the gold standard. However, adjunctive therapies need to
be developed in order to improve the outcome in these high-risk patients. This experimental
study helps to better understand the physiopathology of sarcopenia in the setting of CLTI,
highlighting the role of fibrosis, protein degradation and inflammation. Moreover, short-term
and low-intensity exercise reverses muscle strength alterations in CLTI mice, by reducing
muscle fibrosis. These mechanistic data further support the usefulness of adapted exercise or

low-intensity muscle stimulation in CLTI patients.
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Abstract

Objectives: The purpose of this study is to determine the causative mechanisms of sarcopenia
associated to critical limb threatening ischemia (CLTI) in a murine model, and to investigate
the effects of low-intensity exercise on sarcopenia.

Methods: Three groups of mice were studied: SHAM (n=10), CLTI (sequential ligatures of the
right superficial femoral artery, and the right common iliac artery, n=14), and CLTI+exercise
(sequential ligatures + 1 week of exercise, n=10). Sarcopenia was assessed using the hanging
test for muscle strength, and quadriceps weight for muscle mass. Histological structure of the
muscles included fiber size (hematoxylin eosin staining), fiber size per fiber type
(immunofluorescence), and fibrosis (Masson trichrome staining). Mechanistical analysis was
studied by western blots focusing on protein turnover and inflammatory pathways.

Results: CLTI mice developed sarcopenia: decrease of 35.7% for muscle strength and 46% for
quadriceps muscle mass as compared to SHAM mice (p<.01). Sarcopenia was characterized by
fiber atrophy: decrease of 30.7% for fiber size and fibrosis: increase of 7.6% collagen volume
fraction (p<.01 and p<.05 respectively, as compared to SHAM mice). Western blot analysis
showed higher protein degradation with a 2-fold increase in MuRF1 expression level, and
higher inflammation with a 7-fold increase in TNFa, expression level in sarcopenic muscles
(p<.05 as compared to SHAM mice).

Exercise restored muscle strength as compared to CLTI mice, but not muscle mass. Exercise
increased overall muscle fiber size, and particularly type IIB and IIBX fiber size, and decreased
collagen volume fraction.

Conclusions: Physiopathology of sarcopenia in CLTI involves extended fibrosis, increased
protein degradation and inflammation. Low-intensity exercise reversed type Il fiber atrophy,
muscle strength and motricity alterations in mice, reducing muscle fibrosis. This suggests that
low-intensity exercise might allow further functional improvements in the setting of CLTI, and

might decrease the deleterious effects of associated sarcopenia.

Keywords: Sarcopenia, muscle, ischemia, peripheral arterial disease, vascular disease
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Introduction

Sarcopenia is defined by: 1) low muscle strength, 2) low muscle quantity or quality, and 3) low
physical performance.'> About 35% of critical limb threatening ischemia (CLTI) patients
present sarcopenia, and sarcopenia associated to CLTI has been shown to increase the risk of
limb loss and major cardiovascular events, suggesting that muscle wasting might progress as
arterial function declines.>”’

The pathophysiology of sarcopenia in the setting of CLTI is still however not well understood.
It might involve fibrosis, inflammation, and an imbalance between muscle protein synthesis
and degradation.>?

Revascularization is the treatment of choice in CLTI patients. However, adjunctive therapies or
protocols should be developed in order to improve the outcome of these patients, especially
when sarcopenia is associated to CLTI. As exercise has been shown to reduce muscle fibrosis,
it might have protective effects in CLTI patients presenting with sarcopenia.®!”

The purpose of this study was to determine the mechanisms of sarcopenia associated to CLTI
in a murine model, and to investigate whether the likely protective effects of exercise could

modulate pathways involved in CLTI-associated sarcopenia.

Materials and methods

1) Animals

The study was approved by the Ethics Committee for Animal Research of the university
(#2018100217187326) and the criteria for the care and use of laboratory animals in research
were followed. 34 Swiss mice (male, 8 weeks old, weighting 35-40 grams, Charles River) were
randomized into three groups: SHAM (n=10); CLTI (CLTTI obtained by sequential ligation of
the right superficial femoral artery and collaterals, and of the right common iliac artery!!, n=14)
and CLTI+exercise (CLTI + 1 week of exercise, n=10). Study protocol is described in Figure
1.

2) Critical limb threatening ischemia model
For CLTI and CLTI+exercise groups, surgery was performed under general anesthesia with
isoflurane. Right limb ischemia was induced in both groups by a two steps procedure. The first
step consisted of ligation of the right femoral artery (performed midway between the superficial

epigastric artery and bifurcation of the popliteal and saphenous arteries) and of its collaterals.
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The second step was performed 4 days later and consisted of the ligation of the right common
iliac artery 0.5 c¢m distal to its origin.!' The SHAM group underwent surgical exposure of the
right femoral artery and collaterals, and exposure of the right common iliac artery 4 days later

but no ligature was performed.

3) Exercise protocol
The CLTI+exercise group was trained one time per day over a 1-week period, starting at day 7,
when CLTI was known to be effective.!! Exercise was performed on a motorized treadmill
(Rodent Treadmill NG 47300, Ugo Basile). Each session started with a warm-up phase of 2
min (10° incline, at 9 m/min), followed by 5 min of acceleration (10°, to go from 9 m/min to
15 m/min), and either 25 minutes of running at constant speed (10°, at 15 m/min) for day 7 and

8; 40 minutes for day 9 and 10; or 55 minutes for day 11, 12 and 13.

4) Hanging test
At day 15, muscle strength was evaluated in all animals using the hanging test. Mice were
suspended on a cage lid 40 cm above a surface with bedding. The time of fall was recorded
over a maximum period of 60 s. The test was performed three times for each mouse, with 10

min of rest between each test, and average performance was calculated for each animal.

5) Footprint assay
At day 16, gait was evaluated in all animals using the footprint assay. Hind and fore paws were
painted with black and red non-toxic waterproof ink respectively. Animals were allowed to
walk on a white paper along a corridor (60 cm x 5 cm x 10 cm) toward a dark goal box. The
footprint patterns made on the paper lining were scored for hindlimb stride length (average
distance between three consecutive steps), base width (average lateral distance between three
consecutive steps, the base width was determined by measuring the perpendicular distance of a
given step to a line connecting its opposite preceding and succeeding steps), and overlap

(average distance between hind and fore paws across three consecutive steps) (Figure S1).

6) Tissue collection
At day 17, mice were anesthetized and blood was collected by cardiac puncture. Then
quadriceps muscles from right limbs of animals were dissected and weighted. Samples for

histology were embedded in optimal cutting temperature (OCT) compound, immersed in liquid
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nitrogen and stored at -80°C. Samples for western blotting were frozen in liquid nitrogen and

stored at -80°C.

7) Histology
For histological analysis, a cryostat microtome was used to obtain 10 pm thick sections of
quadriceps which were mounted onto glass slides.
Hematoxylin and eosin To assess fiber size — also called MinFeret — sections were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) using routine protocols (n=5 random animals per group).
Sections were examined under Apotome (Zeiss). All fibers per individual muscle section were
manually analyzed using ImagelJ software.
Fiber type immunofluorescence To assess fiber distribution and MinFeret per fiber type,
immunostaining protocol was performed (n=5 random animals per group). The quadriceps
sections were blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) + phosphate-buffered saline
(PBS). Sections were incubated with primary antibodies of mouse anti-type I (1:50, DSHB
#BA-DS5), mouse anti-type Ila (1:50, DSHB #SC-71) and mouse anti-type 1Ib (1:50, DSHB
#BF-F3) overnight at 4°C. After 3x5” wash in PBS under agitation, sections were incubated
with secondary antibodies as follows: goat anti-mouse IgG2b Cy3 (1:100, JIR for detecting
#BA-D5), goat anti-mouse [gG1 Alexa 488 (1:100, JIR for detecting #SC-71), goat anti-mouse
IgM DyLight 405 (1:100, JIR for detecting #BF-F3), and Wheat Germ Aglutinin Alexa 647
(1:200, ThermoFisher). Sections were washed 3x5” in PBS under agitation, and mounted with
FluorSave Reagent (Merck). Sections were examined under Nanozoomer 2HT slide scanner
(Hamamatsu). All fibers per individual muscle section were manually analyzed using ImageJ
software.
Masson trichrome To assess the extent of fibrosis, sections were stained with Masson trichrome
using routine protocols (n=5 random animals per group). Sections were examined under
Apotome (Zeiss). The collagen volume fraction corresponding to the ratio of blue dye area to

red dye area was analyzed using a macro developed in Fiji.

8) Western blot
Western blot analysis investigated protein degradation (MAFbx and MuRF1), protein synthesis
(mTOR, Akt and their downstream effectors rpS6 and 4EBP1), and inflammation (TNFa).
Quadriceps samples were homogenized in 10 volumes of lysis buffer [S0 mM Tris-HCI (pH
7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 100 mM NaF, 5 mM Na3VOs, 40 mM (-

glycerophosphate, protease inhibitor mixture, 1% Triton and 1% sodium dodecyl sulfate
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(SDS)], and centrifuged at 10 000 g for 10 minutes at 4°C. Twenty micrograms of protein
extracts were loaded into 5-15% SDS-polyacrylamide gels, and transferred onto nitrocellulose
or PVDF membranes (iBlot 2 Dry Blotting System, Invitrogen). The membranes were blocked
for 1 hour at room temperature with 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NacCl, and 0.1% Tween
20 (TBS-T) containing 5% skimmed milk. The membranes were incubated overnight at 4°C
with primary antibodies for protein degradation: anti-MAFbx (Santa Cruz, 1:200 sc-166806),
anti-MuRF1 (Santa Cruz, 1:200 sc-398608); protein synthesis: anti-4E-BP1 (1:1000, Cell
Signaling #2855S and #9644S), anti-Akt (1:1000, Cell Signaling #4060S and #9272S), anti-
mTOR (Cell Signaling, 1:1000 #2971S and #2983S), anti-S6 Ribosomal Protein (Cell
Signaling, 1:1000 #5364S and #2217S); and for inflammation: anti-TNFa (Santa Cruz, 1:200
sc-52746). The membranes were washed three times with TBS-T, and incubated with anti-
rabbit (Cell Signaling, 1:4000 #7074S) or anti-mouse (Cell Signaling, 1:4000 #7076S)
secondary antibodies at room temperature for 1 hour. The blots were revealed using a Pierce
ECL kit (Thermo Scientific), and proteins were visualized by enhanced chemiluminescence

(iBright 1500 Imaging System, Invitrogen). Ponceau S was used as the loading control.

9) Data analysis
Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc). Normality
was assessed using Shapiro Wilk test. For normally distributed data, statistical differences were
determined using a one-way ANOVA test, with or without Welch’s correction, followed by
Tukey or Dunnett’s post test. For other data, non-parametric Krustal-Wallis test followed by
Dunn’s post test were performed. Data are expressed as means and standard errors or numbers

and percentage. p<.05 was considered as indicative of statistical significance.

Results

1) Mechanisms of sarcopenia include muscle fiber atrophy, fibrosis, protein degradation

and inflammation

Functional parameters analysis Muscle strength was significantly lower in CLTI mice
compared with SHAM mice (-35.7%, p<.01) (Figure 2A) (Figure S2). Quadriceps weight was
significantly lower in ischemic limbs of CLTI mice compared with limbs of SHAM mice (-

46.0%, p<.01) (Figure 2B). Footprint analysis revealed similar stride length, base width and
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overlap between SHAM and CLTI mice. CLTI mice displayed gait abnormalities: 36% of them
were unable to put their ischemic paws down, thus walking on three limbs (Figure 2C-2E).
Muscle fiber size analysis H&E staining revealed that CLTI muscles presented with smaller
muscle fibers compared with SHAM muscles (-30.7% size, p<.01) (Figure 3A-B). In CLTI
muscles, fiber size distribution was shifted toward smaller fibers with a peak in MinFeret at 25
to 30 um. In SHAM muscles, peak MinFeret was at 50 to 55 pum (Figure 3C).
Immunofluorescence staining revealed no statistical difference in fiber type distribution
between SHAM and CLTI muscles (Figure 3D). CLTI muscles presented with smaller type
ITA, TAX, 1B, IIBX and IIX fibers compared with SHAM muscles (Figure 3E-I). There was
no statistical difference in MinFeret of type I and type I/IIA fibers between SHAM and CLTI
mice (data not shown).

Mechanistical analysis Masson Trichrome staining revealed that CLTI muscles presented with
increased collagen volume fraction compared with SHAM muscles (+7.6%, p<.05) (Figure
4A-B). Western blot analysis showed that MuRF1 expression was increased by 2-fold in CLTI
muscles compared to SHAM muscles (p<.05) (Figure 4C-D). The activities of mTOR, Akt and
their downstream effectors rpS6 and 4EBP1 (estimated with the ratio of phosphorylated and
total protein expression) were unchanged between SHAM and CLTI mice (Figure 4E-F).
TNFoa expression was increased by 7-fold in CLTI muscles compared to SHAM muscles

(p<.05) (Figure 4G-H) (Figure S3).

2) Low-intensity exercise reversed muscle fiber atrophy and fibrosis, resulting in muscle

strength and motricity gain

Functional parameters analysis Exercise enabled mice to gain muscle strength (+40.5%
compared with CLTI mice, p<.05); to a level that is similar to SHAM mice (Figure 2A) (Figure
S2). Exercise only slightly increased quadriceps weight, but this failed to reach statistical
significance (Figure 2B). Exercise increased stride length compared to both SHAM (+15.3%,
p<.05) and CLTI mice (+22.6%, p<.01), decreased base width compared to SHAM (-21.5%,
p<.01), and decreased overlap compared to CLTI (-42.0%, p<.05). Exercise reversed these gait
abnormalities since all CLTI+exercise mice walked on four limbs (Figure 2C-E).

Muscle fiber size analysis H&E staining revealed that exercise increased fibers size (+26.4%
size compared with CLTI, p<.05) to a level that is similar to SHAM mice (Figure 3A-B). Fiber
size distribution increased with exercise with a peak MinFeret at 40-45 um. In CLTI muscles,
peak MinFeret was at 25-30 pm (Figure 3C). Immunofluorescence staining revealed no

statistical difference in fiber type distribution between CLTI+exercise and CLTI mice (Figure
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3D). Exercise increased type 1IB and IIBX (+36.7% and +35.9% size respectively, compared
with CLTI, p<.05); to a size that is similar to SHAM mice fibers (Figure 3G-H). There was no
statistical difference in MinFeret of type I and type I/ITA fibers between CLTI+exercise and
CLTI mice (data not shown).

Mechanistical analysis Masson staining revealed that exercise decreased collagen volume
fraction (-6.5% compared with CLTI, p=.06), to a percentage that is similar to SHAM mice
(Figure 4A-B). Western blot analysis showed that protein degradation levels were unchanged
between CLTI+exercise and CLTI mice (Figure 4C-D). The activities of mTOR, Akt and their
downstream effectors rpS6 and 4EBP1 (estimated with the ratio of phosphorylated and total
protein expression) were unchanged between CLTI+exercise and CLTI mice (Figure 3E-F)
(Figure S3). Exercise only slightly reduced inflammation level, but this failed to reach

statistical significance (Figure 4G-H) (Figure S3) (Figure 5).

Discussion

The key findings of this study are that sarcopenia in CLTI mice is associated to fiber muscle
atrophy, extended fibrosis, inflammation and impaired walking capacity. Low-intensity and
short-term exercise could reduce fiber atrophy and fibrosis and restore muscle strength together

with walking ability.

The first objective of this study was to better understand the physiopathology of sarcopenia in
CLTI The histological analysis we performed highlighted the role of extensive muscle fiber
atrophy, particularly of type II fibers. This result is in accordance with a previous study
investigating the effects of peripheral arterial disease (PAD) on gastrocnemius histology.'?
PAD was responsible for the decline in type II muscle fiber size, that was consistent with a
decline in muscle strength.!? The western blot analysis we then performed showed that muscle
protein degradation was increased, but muscle protein synthesis was unchanged. This
imbalance could explain the decline in type Il fibers size, and consequently in muscle strength.
Finally, the role of muscle fibrosis was confirmed, with large accumulation of collagen, and a
high-state inflammation within the affected muscles. This is consistent with studies highlighting
the link between inflammation, fibrosis and PAD progression.®!3-1® Fibrosis leads to muscle

stiffness, decreased muscle movement capacity, and thereby lowered exercise capacity.
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Accordingly, high protein degradation and inflammation might have disrupted muscle fiber
histology, resulting in smaller and weaker fibers, leading to muscle fibrosis and sarcopenia in

our model of CLTI.

The second objective of this study was to investigate if and how low-intensity and short-term
exercise can provide protective effects against sarcopenia in CLTI. Low-intensity exercise
training reversed muscle strength loss, and increased muscle function, but failed to improve
muscle mass, suggesting that the loss of muscle mass is not correlated to a loss of muscle
strength.!” It is likely that the increase in muscle strength does not come from muscle growth,
but rather primarily neural growth. Indeed, one study including 26 men investigated the effect
of high- versus low-load training on muscle mass, muscle strength and neural adaptations.'®
After the training protocols, both high- and low-load exercise training groups had similar
muscle mass gains, but the group following high-load training had greater muscle strength and
neural adaptations.'®

In our study, mechanisms of exercised-induced muscle protection involve increased muscle
fiber size and reduced fibrosis. Low-intensity exercise training reversed the fiber atrophy, with
+26.4% fiber size as compared to CLTI mice. Particularly, exercise reversed type IIB and [IBX
fiber size. Our results are consistent with another study investigating the effects of resistance
training on gastrocnemius histology of PAD patients. Resistance training was shown to increase
type II fibers size and muscle strength.'” In our study, we also showed that low-intensity
exercise increased muscle protein degradation, and did not affect muscle protein synthesis.
Thus, exercise is beneficial to restore muscle function and histology, but these improvements
cannot be attributable to an increase in protein turnover. We hypothesize that exercise induces
neural adaptations (i.e. by stimulating motor cortex, spinal cord or motor neurons), increasing
type II fiber size, and subsequently muscle strength.?*-2* The mechanisms potentially involved
remain to be further investigated. Low-intensity exercise training also reversed muscle fibrosis,
greatly limiting collagen accumulation within the affected muscles. Interestingly, the lack of
fibrosis after exercise might indicate that the muscle was correctly regenerated. This hypothesis
is further supported by the fiber size improvements seen in skeletal muscle histology. Reducing

skeletal muscle fibrosis might have enhanced muscle strength.
From a clinical point of view, this study could help in developing adjunctive procedures or

protocols that would improve the outcome of CLTI patients presenting with sarcopenia.

Revascularization surgery is the treatment of choice, but treatment should not be limited to
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surgery, and it is important to find adjuncts procedures targeting the underlying mechanisms
responsible for skeletal muscle wasting in order to improve the outcomes.?* Exercise represents
an effective treatment, but it must be adapted to every patient, since many of them are unable
to perform heavy exercises due to poor health conditions (comorbidities, pain, ulcers).
Accordingly, a short-term and low-intensity protocol could be proposed in these patients and
may allow beneficial effects. Moreover, low-intensity exercise could be performed using

muscle electrical stimulation in patients that are unable to perform supervised exercise.

This study presents several limitations. It is an experimental study and the mechanisms involved
in our murine model may not be totally the same than those involved in humans, although
published data demonstrated similarities between mice and humans in CLTI.> Moreover, the
intensity and length of the exercise protocol would vary in humans. Finally, the neural pathway

that could be involved in the way of protection might also be interesting to investigate.

Conclusion

In conclusion, CLTI associated to sarcopenia demonstrated a worse prognosis in humans.? Even
if revascularization is the treatment of choice in such patients, we investigated the underlying
mechanisms, in order to develop adjunct protocols that could improve the outcome.
Accordingly, a simple and short exercise protocol reversed type Il fiber atrophy, decreased
fibrosis, and reversed muscle strength and motricity alterations in mice. These mechanistic data
further support the usefulness of low-intensity exercise protocols in CLTI patients presenting

with sarcopenia, along with revascularization procedures.
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Figure 1. Description of the study protocol

CLTT: critical limb threatening ischemia group; CLTI+exercise: critical limb threatening ischemia

+ exercise group; D: day
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Figure 2. Study of functional parameters: muscle strength, muscle mass and motricity

(A) Muscle strength of SHAM, CLTI and CLTI+exercise mice measured by hanging test. (B)
Measurements of quadriceps muscle masses. (C-E) Gait parameters evaluated using the footprint
assay. (C) Representative illustrations of footprint results; forelimbs were marked with red ink,
hindpaws with black ink. The arrow represents the missing limb print. Scale bar, 1 cm. (D)
Measurements of hindlimb stride length, hindlimb base width and overlap between hind and
forelimbs. (E) Summary of motricity parameters. Results are expressed as means and standard
errors or numbers (%). *p<0.05; **p<0.01. For figures A, C, D and E, SHAM n=10 mice; CLTI
n=14; CLTI+exercise n=10. For figure B, SHAM n=7, CLTI n=8, CLTI+exercise n=6. CLTI:
critical limb threatening ischemia; CLTI+exercise: critical limb threatening ischemia + exercise;

MW: muscle weight; SHAM R: SHAM right limb; TW: total weight
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Figure 3. Study of histological parameters: fiber atrophy and fiber atrophy per fiber type
(A) Representative examples of transversal quadriceps muscle sections stained with
hematoxylin and eosin (H&E). Scale bars, 50 pm. (B) Mean Minferet of quadriceps fibers. (C)
MinFeret of quadriceps fibers grouped into 5 pm intervals. (D) Fiber type distribution stained
by immunofluorescence. (E-I) Mean MinFeret of type 1A, I[IAX, 1IB, IBX and IIX fibers.
Results are expressed as means and standard errors. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. n=5 mice per
group. CLTI: critical limb threatening ischemia; CLTI+exercise: critical limb threatening ischemia
+ exercise; SHAM R: SHAM right limb
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Figure 4. Study of the mechanisms involved: fibrosis, protein turnover and inflammation
(A) Representative examples of transversal whole quadriceps muscle sections stained with
Masson trichrome (top), and the segmented images representing fibrosis in green, muscle fibers
in red, and background in black and generated using a macro developed in Fiji (bottom). (B)
Mean Collagen Volume Fraction of quadriceps fibers. (C-D) Western blots from quadriceps
muscles probed with MuRF1 and MAFbx antibodies. (E-F) Western blots from quadriceps
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muscles probed with mTOR, Akt, rpS6 and 4EBP1 phosphorylated and total antibodies. (G-H)
Western blots from quadriceps muscles probed with TNFa antibody. Results are expressed as
means and standard errors. *p<0.05; **p<0.01. n=5 mice per group. CLTI: critical limb threatening
ischemia; CLTI+exercise: critical limb threatening ischemia + exercise; SHAM R: SHAM right
limb
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Figure 5. Major signaling pathways associated with sarcopenia and critical limb

threatening ischemia (CLTI)

In the context of CLTI, ischemic injuries activate the degradation pathway, with increased level of
the ubiquitin ligase MuRF1. Elevated level of TNFa activates the inflammatory pathway, and
further enhances the activity of MuRF 1. Inflammation also leads to increase collagen production
and fibrosis. The imbalance between protein synthesis and degradation, the inflammation and

extensive fibrosis thus lead to the genesis of sarcopenia in CLTL
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Figure S1. Visual explanation of stride length and base width measurement in the

footprint assay

Hindlimb stride length is the average distance between three consecutive steps; base width is
the average lateral distance between three consecutive steps, the base width was determined
by measuring the perpendicular distance of a given step to a line connecting its opposite
preceding and succeeding steps.
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Hanging test corrected by mice weight. Results are expressed as means and standard errors.
*p<0.05; ***p<0.001. SHAM n=10 mice; CLTI n=14; CLTI+exercise n=10. CLTT: critical limb
threatening ischemia; CLTI+exercise: critical limb threatening ischemia + exercise; SHAM R:
SHAM right limb
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Figure S3. Western blot entire membranes and their ponceau

(A-B) Western blots from quadriceps muscles probed with phospho-Akt, phospho-rpS6 and
phospho-4EBP1 antibodies, and the ponceau. (A) n=3 per group. (B) n=2 per group.

(C-D) Western blots from quadriceps muscles probed with phospho-mTOR, and the ponceau.
(C) n=3 per group. (D) n=2 per group.

(E-F) Western blots from quadriceps muscles probed with total mTOR, and the ponceau. (E)
n=3 per group. (F) n=2 per group.

(G-H) Western blots from quadriceps muscles probed with MAFbx and TNFa, and the
ponceau. (G) n=3 per group. (H) n=2 per group.
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(I-J) Western blots from quadriceps muscles probed with MuRF1 and total 4EBP1, and the

ponceau. (I) n=3 per group. (J) n=2 per group.
(K-L) Western blots from quadriceps muscles probed with total Akt and total rpS6, and the
ponceau. (K) n=3 per group. (L) n=2 per group.
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Discussion

1 LUinflammation comme mécanisme commun a la sarcopénie et a I'ischémie
critique chronique : son réle comme marqueur de sarcopénie

Bien qu'essentiel pour les soins des patients, le diagnostic de sarcopénie est souvent négligé
dans I’ICC. A ce jour, une grande majorité des patients souffrant d'ICC sont examinés par
angioscanner préopeératoire, ce qui pourrait €tre un moyen de procéder a une évaluation
systématique et automatisée de la sarcopénie. Néanmoins, I’analyse par angioscanner peut étre
difficile a standardiser et peut €tre considérée comme longue. C'est pourquoi il est important de
trouver des marqueurs sarcopéniques adaptés a la pratique quotidienne. L’inflammation est un
pathomécanisme commun a la sarcopénie et a I’ICC. Nous avons donc émis I’hypothese que le
rapport inflammatoire plaquettes/lymphocytes (RPL) pourrait étre un marqueur prédictif rapide
de sarcopénie, comme cela a ét¢ démontré en oncologie, en chirurgie digestive ou chez les

personnes agées (A. Babber et al. 2020; Kitano et al. 2019; Liaw et al. 2017).

Dans notre étude, nous avons montré que les patients atteints de sarcopénie - diagnostiqués
uniquement sur la base d’une masse musculaire faible - présentaient un RPL plus élevé que les
patients non sarcopéniques. Ce résultat est en accord avec les niveaux d’inflammation plus
¢levés observés dans cette population, et mis en évidence tout au long de ce travail de thése.
Cependant, le RPL ne peut étre a lui seul utilis¢é comme marqueur de sarcopénie chez les
patients atteints d’ICC du fait de sa faible sensibilité, limitant son utilisation en pratique clinique

courante.

Nous avons €¢galement mis en évidence que la sarcopénie €tait associée a un mauvais pronostic
en termes de morbidité post-opératoire. Ce résultat est cohérent avec de précédents travaux
montrant que la sarcopénie était associée a un taux é€levé d’événements cardiovasculaire
(Matsubara et al. 2017) et a une survie plus faible chez les patients en ICC (Matsubara et al.
2015). De plus, plusieurs études ont mis en évidence qu’un RPL élevé était associé a un mauvais
pronostic en termes de sauvetage de membre chez les patients souffrants d’ICC apres une
procédure de revascularisation, et chez les patients pour lesquels la chirurgie n’était pas possible
(Huang et al. 2019; Tasoglu et al. 2014; Wang et al. 2017). D’autres études ont montré qu’un
RPL ¢levé était associé a une augmentation des événements cardiovasculaires et de la mortalité

chez les patients en ICC (Gary et al. 2013; Uzun et al. 2017). Le RPL serait donc associé a la
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progression et au mauvais pronostic des patients souffrant d’ICC, et pourrait aider a identifier

un sous-groupe de patients a haut risque.
En conclusion, notre étude montre que le PLR est un test de dépistage simple qui pourrait aider

a identifier des sous-groupes de patients qui nécessiteraient des traitements personnalisés ou

des stratégies thérapeutiques spécifiques, comme les patients sarcopéniques.
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2 Physiopathologie de la sarcopénie dans I'ischémie critique chronique : atrophie
musculaire et implication de |a fibrose, du catabolisme protéique et de
I'inflammation musculaire

Lorsqu’elle est associée a I’'ICC, la sarcopénie altere la qualité de vie et le pronostic des patients.
Dans ce contexte, nous avons cherché a déterminer les voies de signalisation impliquées dans
la genese de cette sarcopénie dans un modele murin d’ICC, de fagon a ouvrir de nouvelles voies
thérapeutiques. Ce modéele est induit par des ligatures séquentielles de 1’artére fémorale
superficielle droite et de I’artére iliaque commune droite. Deux semaines apres 1’induction de
I’'ICC, les souris développent une sarcopénie : avec une faiblesse musculaire, une diminution
de la masse musculaire et une altération de la démarche. Ce modele remplit donc les critéres
diagnostics de sarcopénie déterminés par les différents groupes de travail (L.-K. Chen et al.
2016; Cruz-Jentoft et al. 2019; Morley et al. 2011), permettant ainsi 1’étude des mécanismes

impliqués.

Dans le cadre de notre étude, nous avons pu montrer I’importance de la fibrose, du catabolisme
protéique et de I’inflammation dans 1’atrophie des fibres musculaires et la genése de la

sarcopénie dans I’ICC.

Atrophie musculaire

L’atrophie des fibres d’un muscle a un impact direct sur la force de ce muscle (McPhee et al.
2018). Dans notre étude expérimentale, nous avons observeé une atrophie des fibres musculaires,
et particulierement des fibres de type II, sans changement de distribution par type de fibre ou
de nombre de fibres totales. Nos résultats sont cohérents avec d’autres travaux de la littérature
montrant une diminution de la taille des fibres musculaires de type II chez des patients en
artériopathie (Regensteiner et al. 1993). De par les propriétés des fibres de type 11, il n’est pas
¢tonnant d’observer que leur atrophie résulte en une faiblesse musculaire. De maniére
intéressante, les fibres de type Il semblent plus affectées par I’ischémie que les fibres de type I
: cette susceptibilité pourrait s’expliquer par un pouvoir antioxydant moins important dans les

fibres de type II par rapport aux fibres de type I (Charles et al. 2017).
Fibrose

La fibrose altére sévérement les propriétés fonctionnelles et structurelles des tissus musculaires

squelettiques (Mahdy 2019). Dans le cadre de I’étude mécanistique, nous avons observé chez
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les souris une augmentation de la fibrose musculaire suite a I’ICC, en accord avec de récents
travaux de la littérature montrant le lien entre la fibrose et la progression de I’artériopathie
(Casanegra et al. 2016; Cong et al. 2020; Ha et al. 2016; Mietus et al. 2020). En réponse a
I’hypoxie tissulaire, les voies pro-fibrotiques comme TGF[3 et VEGF sont activées au niveau
des micro-vaisseaux (Ha et al. 2016), entrainant un dépot anormal de collageéne au niveau des

tissus lésés (Bersini et al. 2018; Braga, Agudelo, and Camara 2015).

Catabolisme protéique

L’homéostasie des protéines musculaires repose sur un équilibre dynamique entre leurs taux
respectifs de synthése et de dégradation. Notre étude expérimentale nous a permis d’observer
une augmentation du catabolisme protéique musculaire caractérisée par une augmentation du
processus de dégradation, sans ralentissement du processus de synthese des protéines. On
pouvait s’attendre a ce que la synthese des protéines musculaires soit ralentie. Cependant, le
muscle étant fragilisé par I’ICC, il est possible qu’il ait besoin de quantités plus élevées de
protéines pour stimuler de manicre efficace la synthése des protéines musculaires. Ce
phénomene, aussi appelé ‘résistance anabolique’ est treés bien décrit dans le muscle agé (Breen

and Phillips 2011; Fry and Rasmussen 2011).

Inflammation

L’inflammation joue un rdole important dans 1’atteinte musculaire. Dans le cadre de notre étude,
nous avons montré que I’inflammation est fortement augmentée dans le muscle suite a I'ICC,
ce qui est cohérent avec plusieurs travaux de la littérature (Mary M. McDermott et al. 2007,
Mary McGrae McDermott et al. 2003, 2005). Un bon nombre des mécanismes impliqués dans
la genése de la sarcopénie interférent avec des médiateurs inflammatoires, comme la fibrose et
le catabolisme protéique (Dalle, Rossmeislova, and Koppo 2017). En effet, I’ICC provoque une
inflammation locale, fragilisant le réseau vasculaire et musculaire alentour. L’inflammation va
venir stimuler la dégradation des protéines musculaires : les fibres musculaires sont alors
soumises a des cycles fréquents de dégradation et d’auto-renouvellement (Costamagna et al.
2015). En conséquence, il existe une inflammation persistante dans le muscle qui favorise
encore la formation de fibrose dans un cercle vicieux (Y.-W. Chen et al. 2005; Serrano and

Muiioz-Canoves 2010).
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Autres voies potentiellement impactées

Deux autres voies potentiellement importantes dans la genese de la sarcopénie ont été
identifiées dans la revue scientifique : le stress oxydant et la mitochondriopathie. Ces voies
avaient déja fait l’objet d’études sur notre modele expérimental, et seront donc discutées
brievement ici.

Le stress oxydant entraine des dommages musculaires aussi bien sur la structure que sur la
fonction du muscle (Bellanti, Buglio, and Vendemiale 2020). Les études précédentes ont mis
en évidence une augmentation du stress oxydant a la suite de I'ICC (A. Lejay et al. 2015, 2017,
Anne Lejay et al. 2019). Stress oxydant, inflammation et catabolisme protéique sont étroitement
liés : le stress oxydant va venir Iéser le muscle, déclenchant une cascade d’inflammation et de
dégradation protéique (Meng and Yu 2010). II est donc possible que le stress oxydant participe

a la genese de la sarcopénie.

La mitochondriopathie s’associe a des défauts musculaires structurels et fonctionnels. Les
¢tudes précédentes ont mis en évidence une altération de la respiration mitochondriale et de
I’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale a la suite de I'ICC (A. Lejay
et al. 2015, 2017; Anne Lejay et al. 2019). Le stress oxydant va induire une accumulation de
dommage de I’ADN mitochondrial, ce qui entraine la synthése de composants de la chaine de
transport d’électrons dysfonctionnels, une respiration mitochondriale anormale, et la génération
de RLO dans un cercle vicieux (Anne Lejay et al. 2014). Cela suggere que la
mitochondriopathie serait potentiellement impliquée dans la pathogenése de la sarcopénie

(Figure 8).
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Figure 8 : implication de la fibrose, du catabolisme protéique et de l'inflammation dans [’atrophie musculaire et la genése de
la sarcopénie associée a l'ischémie critique chronique
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3 Voies thérapeutiques pour lutter contre la sarcopénie dans I'ischémie critique
chronique

Dans le cadre de notre étude, nous avons pu montrer qu'un protocole d’exercice court et de
faible intensité permettait de réduire 1’atrophie et la fibrose musculaire, et de restaurer la force

et la capacité¢ de marche des souris, mais pas la masse musculaire.

3.1 L'exercice
Il existe plusieurs types d’exercice :

- En endurance, qui se caractérise par des contractions répétées et de faible intensité
pendant une période prolongée sans fatigue, comme la course a pied, le cyclisme ou la
natation. Ce type d’entrainement est connu pour provoquer un changement dans la
distribution des fibres, qui passent de majoritairement rapides, a majoritairement lentes,
sans changement dans la taille des fibres.

- Enrésistance, qui implique des contractions a basse fréquence et a haute intensité contre
une résistance externe, comme la musculation ou I’haltérophilie. Ce type
d’entrailnement ne modifie pas la distribution par type de fibre, mais provoque une
hypertrophie des fibres musculaires.

Dans notre étude, bien que notre protocole s’apparente plutdt a un entrainement en endurance,
nous avons observé tous les phénotypes d’un exercice en résistance. En effet, notre étude
montre que 1’exercice ne change pas la distribution par type de fibre, et restaure 1’architecture
musculaire en augmentant la taille des fibres, et particulierement des fibres de type IIB et [IBX
dans I’ICC. 11 est possible que notre protocole d’exercice se rapproche plus d’un exercice en
résistance, puisque les souris courent a une vitesse basse, en cote (sur un tapis de course incling),
et durant une période courte. Il s’agitait en quelque sorte de ‘séances de musculation pour
coureur’. En effet, nos résultats sont cohérents avec plusieurs études cliniques qui ont montré
que I’entralnement en résistance permettait d’augmenter la taille des fibres de type II, et de
lutter contre la faiblesse musculaire liée a 1’age (Kosek et al. 2006; Verdijk et al. 2009).
L’entrainement en résistance stimulerait les cellules souches musculaires : les cellules satellites.
Apres prolifération et différenciation, ces cellules satellites fusionneraient avec les fibres
musculaires existantes, ajoutant de nouveaux myonoyaux qui participeraient a la fonction
ribosomique, et donc a I’hypertrophie des fibres musculaires (Petrella et al. 2006, 2008; Yin,
Price, and Rudnicki 2013). Des études plus récentes suggerent cependant que les adaptations a

I’exercice se produisent de maniére fibre-dépendante : si la relation entre cellules satellites,
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nouveaux myonoyaux et hypertrophie semble validée dans les fibres de type I, elle est beaucoup
moins évidente pour les fibres de type II. En effet, I’hypertrophie des fibres de type II observée
apres I’entrainement en résistance ne s’accompagne pas d’ajout de nouveaux myonoyaux (Fry
and Rasmussen 2011; Moro et al. 2020). Il est possible que les myonoyaux existants des fibres
de type II soient capables de soutenir une activité transcriptionnelle accrue pour maintenir

I’hypertrophie induite par I’exercice (Kirby et al. 2016).

Dans notre étude, nous avons pu montrer que 1’exercice de faible intensité inversait la fibrose
musculaire, limitant considérablement 1I’accumulation de collagéne dans les muscles 1€sés. Les
bénéfices de I’exercice pour contrer la fibrose restent cependant treés controversés. En effet, il
est possible d’induire une fibrose sur des souris présentant une dystrophie ou une myopathie
inflammatoire, grace a un protocole d’exercice chronique (3 entrainements par semaine pendant
1 mois sur tapis de course a une vitesse de 12 meétres / minute (Pessina et al. 2014) ; ou un
entrainement quotidien pendant 2 semaines sur un tapis de course a une vitesse de 17 métres /
minute (Saito et al. 2020)). Ces modeles développent une fibrose déclenchant une accumulation
rapide de tissu fibreux qui se maintient pendant une période prolongée, avec des conséquences
négatives sur la fonction musculaire. Saito et al. ont mis en évidence que dans un contexte de
myopathie inflammatoire, un exercice chronique empéche les progéniteurs fibro-adipogéniques
(FAP) d’entrer en sénescence. Les FAP acquierent donc un phénotype anti-apoptotique et pro-
fibrotique, rendant la régénération du muscle impossible (Saito et al. 2020). Nous pouvons donc
faire I’hypothese qu’un exercice de faible intensité - comme utilisé dans notre étude - est plus
adapté dans un contexte musculaire fragilis¢é comme avec I’ICC (Boppart et al. 2013). Il serait
intéressant d’étudier 1’état apoptotique (par analyse de 1’expression protéiques de Bax, Bak,
caspase-9) et de sénescence (par analyse de I’expression génique de différents facteurs de
sénescence comme Cdkn2a, Trp53, P21) des muscles des souris en ICC afin de confirmer si un
changement vers un état pro-apoptotique et anti-fibrotique s’effectue, ce qui pourrait expliquer

le recul de la fibrose observé dans notre modéle.

Dans le cadre de notre étude, nous avons montré que I’exercice de faible intensité augmentait
la dégradation des protéines musculaires, sans modification de la synthése des protéines
musculaires. La dégradation des protéines musculaires est un phénomene bien connu en réponse
a I’exercice en résistance (Tipton, Hamilton, and Gallagher 2018). Il est probable que cette
dégradation cible des protéines endommagées, et de ce fait, joue un role important dans le

processus adaptatif de remodelage et de renouvellement des protéines musculaires.
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Notre étude montre que I’inflammation médiée par TNFo n’est pas réduite avec 1’exercice.
Cela est en accord avec ce qui a été publié¢ dans la littérature (Monteiro-Junior et al. 2018).
Cependant, le réle précis de I’exercice sur TNFa reste inconnu. Nous pouvons faire I’hypothése
qu’au départ, I’exercice induit des 1ésions musculaires et une réponse inflammatoire majeure,
qui sont fondamentales pour la réparation et la régénération correcte du muscle. Il est également
possible qu’une fois la période d’adaptation a I’exercice passée, 1’intensité de I’inflammation

diminue.

Il est intéressant de noter que dans notre étude, I’exercice de faible intensité¢ n’a pas permis
d’inverser la perte de masse musculaire, malgré une restauration de la force. Ce résultat
¢tonnant suggere que le gain de force musculaire pourrait venir d’un gain de qualité musculaire
(avec I’amélioration de la fibrose notamment), plutét que de quantité musculaire. De plus, il est
possible que I’exercice induise des adaptations neuronales importantes en stimulant le cortex
moteur, la moelle épiniére ou les motoneurones, et participe au remodelage musculaire
(Skarabot et al. 2021). Il serait intéressant d’étudier 1’implication de la voie neuronale dans le

gain de force musculaire dans I’ICC.

D'un point de vue clinique, cette étude pourrait aider a développer des procédures ou des
protocoles d'appoint qui amélioreraient les résultats des patients en ICC présentant une
sarcopénie. La chirurgie de revascularisation est le traitement de choix, mais le traitement ne
doit pas se limiter a la chirurgie, et il est important de trouver des procédures d'appoint ciblant
les mécanismes sous-jacents responsables de l'atrophie musculaire squelettique afin d'améliorer
les résultats. L'exercice représente un traitement efficace, mais il doit étre adapté a chaque
patient, car nombre d'entre eux sont incapables d'effectuer des exercices lourds en raison d'un
mauvais état de santé (comorbidités, douleurs, ulcéres). En conséquence, un protocole de courte

durée et de faible intensité pourrait étre proposé chez ces patients et pourrait étre bénéfique.

3.2 Perspectives : autres traitements sans exercice
L'exercice physique de faible intensité est bénéfique pour inverser la sarcopénie associée a
I’ICC. Cependant, certains patients sont incapables d'effectuer des exercices en raison d'un
mauvais état de santé (comorbidités, douleurs, ulceres). Pour ces patients, il est important de

proposer des traitements alternatifs qui tiennent compte de leurs difficultés physiques. Dans ce
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contexte, plusieurs approches comme des inhibiteurs de fibrose, de 1’électrostimulation ou
encore un programme nutritionnel adapté pourraient représenter des pistes thérapeutiques

prometteuses.

Inhibiteur de fibrose

La fibrose apparait comme un des mécanismes causatifs de la sarcopénie associée a I’'ICC, qui,
lorsqu’elle est réduite (par un protocole d’exercice, comme dans notre étude expérimentale),
permet d’inverser la sarcopénie. Les inhibiteurs de fibrose apparaissent donc comme une cible
thérapeutique d’intérét. A notre connaissance, il n’existe aucune étude de ’effet de 1’inhibition

de la fibrose sur la fonction musculaire dans le contexte de I’'ICC.

L’inhibition de la fibrose passe principalement par le ciblage de la voie de signalisation de
TGFp. Plusieurs composés réduisent les niveaux de TGFP : des médicaments (losartan,
suramine, décorine...) ou des anticorps neutralisants TGF[3 (Mahdy 2019). Chez I’animal, ces
agents anti-fibrotiques améliorent la fonction musculaire, en réduisant la fibrose et en
augmentant la régénération musculaire sur des modeles de sarcopénie ou de myopathies (Burks
et al. 2011; Cohn et al. 2007). Chez I’homme, il n’existe qu’une étude de cas, qui montre une

amélioration de la fonction musculaire apres traitement anti-fibrotique (Gharaibeh et al. 2012).

Electrostimulation

La stimulation électrique utilise de courtes impulsions électriques transmises par des électrodes
placées a la surface de la peau pour générer une contraction musculaire. Elle apparait comme
une approche simple, peu colteuse, non invasive et pouvant surmonter les limites de
l'entrainement physique pour les patients atteints d’ICC associée a une sarcopénie (Adarsh
Babber et al. 2016). Cependant, ses effets sur la fonction musculaire dans le cadre de I'lCC

restent encore incertains.

Chez les rongeurs, la stimulation électrique permet d’améliorer 1'état ischémique des rongeurs
en augmentant les paramétres fonctionnels, cellulaires/endothéliaux et hémodynamiques
(Brown et al. 2005; Kelsall et al. 2004). Cependant, une stimulation trop intense (6 h par jour)
ou trop faible (1 Hz) n'a pas réussi a améliorer ces parametres, et a méme aggraveé la fatigue

musculaire (Hudlicka et al. 1994; Shen et al. 2009).
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Chez I’homme, la stimulation électrique semble améliorer la capacit¢ de marche et les
parametres hémodynamiques des patients en ICC (Mifsud and Cassar 2015; Yilmaz et al. 2017).
Il est intéressant de noter que la stimulation €électrique a montré de meilleurs résultats en termes
d'état fonctionnel et de parameétres hémodynamiques lorsqu'elle est couplée a des programmes
d'exercices supervisés, soulignant que la stimulation ¢électrique pourrait €tre considérée comme

une thérapie d’appoint (A. Babber et al. 2020; Presern-Strukelj and Poredos 2002).

D’un point de vue mécanistique, la stimulation €lectrique pourrait influencer positivement la
sarcopénie associée a I’ICC. En effet, la stimulation électrique active tous les types de fibres
musculaires simultanément et entraine une hypertrophie et un recrutement accru des fibres de
type I et II (Bickel, Gregory, and Dean 2011; Tsutaki et al. 2013). La stimulation électrique
permet également de réduire I’accumulation de fibrose musculaire (Honda et al. 2021). De plus,
en augmentant le débit sanguin et la disponibilité en oxygene dans les muscles ischémiques, la
stimulation électrique déclenche une synthése des protéines musculaires et de 1’angiogenése
(Guo et al. 2021). Ainsi, nous pouvons faire I’hypotheése que la stimulation électrique pourrait

améliorer la fatigue, la force et les performances musculaires dans le contexte de I’ICC.

La principale limitation de la stimulation électrique est le manque de protocoles standardisés.
Or, les effets de la stimulation dépendent des caractéristiques des patients, notamment de leur
symptomatologie et de leurs comorbidités. Idéalement, chaque protocole de stimulation doit
étre adapté a chaque patient, en reconnaissant qu'une stimulation d'intensité trop faible et/ou de
courte durée peut ne pas €tre utile et qu'une stimulation d'intensité trop élevée et/ou de durée
plus longue peut étre délétére. Ainsi, la meilleure stratégie de stimulation doit préciser la
fréquence et I’intensité de stimulation, qui doivent étre basées sur I'amélioration de la qualité
de vie des patients et des parametres fonctionnels et hémodynamiques (Doucet, Lam, and

Griffin 2012).

Nutrition

Les patients atteints d’ICC sont particuliérement vulnérables sur le plan nutritionnel, ce qui
pourrait aggraver encore la perte de masse et de force musculaire (Salomon du Mont et al. 2017;
Sieber 2019). 1l serait intéressant d’étudier les effets d’une thérapie nutritionnelle ciblée sur la

sarcopénie associée a I’ICC.
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Si les études semblent formelles sur les effets négatifs d’une malnutrition sur le muscle
squelettique, le role de la nutrition dans la prévention et le traitement de la sarcopénie reste trés
mal connu. De plus, chaque individu présente un schéma unique de carence en micronutriments
et de besoins nutritionnels. La supplémentation devrait donc étre adaptée pour répondre aux
besoins uniques de chaque patient et ne peut pas étre généralisée. Les micronutriments
devraient étre évalués dans les échantillons de sérum et complétés au besoin. Les besoins en
protéines et en énergie varient en fonction de la présence ou non de comorbidités ou d’ulceres,
ou du fait que le patient subisse une intervention opératoire ou basée sur 1’exercice, et devraient

donc étre adaptés en conséquence.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Conclusion et perspectives

Chez I’Homme, nous avons identifi¢ le RPL comme marqueur simple et rapide de sarcopénie
chez les patients atteints d’ICC, ces patients devant alors étre considérés a haut-risque
chirurgical, du fait de leur mauvais pronostic post-opératoire. Cependant, sa faible sensibilité

limite son utilisation en routine.

L’¢étude de la sarcopénie sur notre modele établi d’ICC nous a permis de mieux comprendre les
mécanismes physiopathologiques sous-jacents, a savoir une fibrose musculaire, une altération
des voies de dégradation des protéines musculaires, ainsi qu’une augmentation des parametres
inflammatoires. L’exercice de faible intensité est une approche thérapeutique protectrice qui
permet de réduire I’atrophie et la fibrose musculaire, et de restaurer la force et la capacité de

marche dans notre modéle murin.

Il serait intéressant de mettre en place chez I’Homme un protocole d’exercice de faible intensité
et de courte durée, de maniére complémentaire a la revascularisation, pour étudier si un tel
protocole peut améliorer voire reverser les effets déléteres de la sarcopénie chez les patients
atteints d’ICC. Cependant, 1’entrainement physique est difficile a généraliser, de nombreux
patients étant incapables de faire de 1’exercice en raison de mauvaises conditions de santé
(comorbidités, douleurs, troubles trophiques des membres inférieurs). Dans ce contexte, des
inhibiteurs de fibrose, un protocole de stimulation électrique des membres inférieurs associés a

des compléments nutritionnels pourraient représenter des approches complémentaires.
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Physiopathologie et traitement de la sarcopénie au cours de
I'ischémie critique chronique des membres inférieurs

Résumé

La sarcopénie est caractérisée par une diminution de la force et de la masse musculaire,
parfois associée a une faible performance physique. Elle peut toucher les patients atteints
d’ischémie critique chronique (ICC) mais est souvent peu diagnostiquée, voire négligée,
puisque les 1ésions liées a I’ICC sont au premier plan. Néanmoins, la sarcopénie associée a
I’ICC est un facteur de mauvais pronostic, que ce soit en termes de survie ou de sauvetage
de membre. Chez I’Homme, nous avons identifié le ratio inflammatoire
plaquettes/lymphocytes comme marqueur simple et rapide de sarcopénie chez les patients
atteints d’ICC, ces patients devant alors étre considérés a haut-risque chirurgical, du fait de
leur mauvais pronostic post-opératoire. Cependant, sa faible sensibilité limite son utilisation
en routine.

L’étude de la sarcopénie dans notre modele murin d’ICC nous a permis de mieux comprendre
les mécanismes physiopathologiques sous-jacents, a savoir une fibrose musculaire, une
altération des voies de dégradation des protéines musculaires, ainsi qu’une augmentation des
paramétres inflammatoires, et de mettre en place un protocole d’exercice visant a protéger le
muscle squelettique sarcopénique chez la souris. L exercice de faible intensité est ainsi une
approche thérapeutique protectrice permettant de réduire I’atrophie et la fibrose musculaire,
et de restaurer la force et la capacité de marche dans notre modele murin. Il serait intéressant
d’étudier si un protocole d’exercice de faible intensité chez I’Homme pourrait améliorer voire
reverser les effets déléteéres de la sarcopénie.

Mots-clés : Ischémie critique chronique, sarcopénie, muscle, fibrose, exercice

Abstract

Sarcopenia is characterized by a decrease in muscle strength and mass, sometimes associated
with low physical performance. It can affect patients with chronic limb-threatening ischemia
(CLTI) but it is often undiagnosed or even overlooked, since CLTI-related lesions are
prominent. Nevertheless, sarcopenia associated with CLTI is a factor of poor prognosis,
either in terms of survival or limb salvage. In humans, we have identified the inflammatory
platelet/lymphocyte ratio as a simple and rapid marker of sarcopenia in patients with CLTI,
these patients should then be considered at high surgical risk, due to their poor postoperative
prognosis. However, its low sensitivity limits its routine use.

The study of sarcopenia in our mouse model of CLTI allowed us to better understand the
underlying pathophysiological mechanisms, namely muscle fibrosis, alteration of muscle
protein degradation pathways, as well as increase in inflammatory parameters, and to set up
an exercise protocol aimed at protecting sarcopenic skeletal muscles in mice. Low-intensity
exercise is thus a protective therapeutic approach to reduce muscle atrophy and fibrosis, and
to restore strength and walking ability in our model. It would be interesting to study whether
a low-intensity exercise regimen in humans could improve or even reverse the deleterious
effects of sarcopenia.

Keywords: chronic limb-threatening ischemia, sarcopenia, muscle, fibrosis, exercise
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