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RESUME

La betterave rouge (Beta vulgaris rubra) est une plante comestible enrichie en polyphénols
(acides férulique, caféique et hydroxybenzoique et myricétine) ainsi qu'en béta-bétaine qui
est consommeée par les athlétes comme compléments d'amélioration sportive. En outre, les
composés dérivés de la betterave sont soupgonnés d'exercer des propriétés prébiotiques et
antioxydantes. Le but de la présente étude était de déterminer comment les poudres de
betteraves entiéres peuvent prévenir les altérations musculaires squelettiques induites par
le régime alimentaire occidental en utilisant des rats Wistar. Les animaux ont été soumis a
une alimentation conventionnelle (C), a un régime occidental (W) ou a un W additionné de
betterave (B) pendant 8 semaines. A la fin de la période de traitement, les muscles
glycolytiques (extensor digitorum longus: EDL) et oxydatifs (soléus: SOL) ont été
soigneusement extraits tandis que la force, la résistance a la fatigue / récupération ont été
testées en utilisant un systeme de contractilité ex vivo. Par conséquent, la caractérisation
des gouttelettes lipidiques (LD), les taux de triglycérides circulants et les analyses
histologiques ont été effectuées. Les taux de triglycérides circulants étaient
significativement plus élevés dans les cas de W que de C. En ce qui concerne la W, les rats B
présentaient des taux plasmatiques de triglycérides légerement plus faibles, tandis que les
observations visuelles préliminaires suggérent également une diminution de la taille LD
intramyocellulaire dans le SOL. La diéte occidentale pendant 8 semaines altére la force
contractile musculaire dans le muscle dominant a contraction lente (SOL) indépendamment
de la perte de poids musculaire; Cette diminution de la force de contraction était associées
a des changements dans la composition des fibres musculaires et I'accumulation de lipide
intramyocellulaire (LIMC); Aucun changement morphologique et fonctionnelle a été observé
dans les muscles dominant a contraction rapide (EDL). Ces résultats sont les premiers a
indiquer que W favorise le remodelage du muscle squelettique. Cela suggére de nouveaux
mécanismes a travers lesquels les régimes obésogenes pourraient modifier les fonctions
musculaires squelettiques. Par conséquent, nos données indiquent que les composés
dérivés de la betterave pourraient prévenir partiellement ces altérations au niveau
systémique et non local (sur les fonctions musculaires). Cependant, d'autres études seront
nécessaires pour déterminer les composés bioactifs qui sous-tendent pour avoir des effets
prometteurs.

Mots clés : Obésité, prébiotique, antioxydant, altérations musculaire, additif alimentaire,

muscle squelettique.
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INTRODUCTION

L'obésité et les désordres métaboliques tels que la résistance a l'insuline, le diabéte de type
2 et la dyslipidémie peuvent entrainer une diminution de la force et de la masse musculaire
(Park et al. 2006, 2009; Zhou et al. 2007; Lee et al. 2011). Des études antérieures ont
démontré que la diminution de la force musculaire est observée chez les jeunes adultes
obéses (Maffiuletti et al., 2007) et les rats adultes (Zoico et al., 2004, Tomlinson et al.
2014a). La diminution de cette force peut étre causée par une diminution de la quantité de
muscle et / ou de sa qualité. Ceci est calculée en divisant la force par unité de la masse
musculaire (Tomlinson et al., 2014b). Une récente étude a démontré que la force musculaire
normalisée a la taille de la fibre était considérablement plus faible chez les personnes dgées
obéses (Choi et al. 2016). Ce résultat suggere que la diminution de la force chez les sujets
obéses est causée par une diminution de la contractilité musculaire. Cependant, le
mécanisme sous-jacent de l|'association entre I'obésité et une diminution de la force
musculaire contractile n'a pas été entierement élucidé. Cette contractilité maximale dépend
largement des fibres a contraction rapide plutét que celles a contraction lente (Bottinelli et
al. 1994). Dans des études récentes, 'obésité induite par un régime riche en gras (HFD) sur
les rongeurs n'a pas démontré une diminution de la force de contractilité musculaire des
muscles dominants a contraction rapide (fast twitch) . Par exemples, des souris recevant
une HFD pendant 3 (Thomas et al. 2014) ou 8 semaines (Shortreed et al., 2009) ne
développérent pas une réduction significative de la contractilité des muscles dominants a
contraction rapide. Une autre étude a également montré que 5 semaines de HFD réduit la
force de contractilité tétanique seulement dans les muscles dominants a contraction lente,
mais pas dans les muscles dominants a contraction rapide (Ciapaite et al., 2015). Par
conséquent, il semble que I'exposition au HFD pendant quelques semaines ne modifie pas
de maniere significative la force des muscles dont la majorité des fibres sont de contraction
rapide. Cependant, ces effets n’ont pas été étudiés en réponse a une exposition au HFD de

plus de 8 semaines.

vi



Il'y a un intérét croissant qui vise a augmenter la quantité et la qualité musculaire pour
améliorer |'état général de santé et maintenir une meilleure qualité de vie. Les effets de
différents nutraceutiques sur I'amélioration des fonctions musculaires ont été testés dans
des modeles cellulaires, animaux et humains. Par exemple, le jus de betterave est
consommé par certains types d’athlétes pour améliorer leurs performances. De fait, la
betterave est enrichie en nitrates, antioxydants, polyphénols et bétatnines. Par contre, ses

effets sur les fonctions musculaires doivent étre mieux caractérisés.

ENONCE DU PROBLEME

La prévalence de I'obésité a considérablement augmenté au cours des derniéres décennies.
L'obésité est un facteur majeur de développement de troubles métaboliques tels que la
résistance a l'insuline, le diabete de type 2, la stéatose hépatique, la dyslipidémie et
I'athérosclérose (Brawer et al., 2009; Vrieze et al., 2012, Gadde et al., 2018). De nouvelles
études suggeérent également que I'obésité peut influencer les fonctions musculo-
squelettiques par l'induction de changements physiologiques et métaboliques (Bollinger
2017). Cependant, il existe des informations limitées concernant les moyens potentiels pour
contrer ces effets néfastes de I'obésité sur les fonctions des muscles squelettiques. La
betterave rouge est une source riche en polyphénols et en nitrates. Elle se caractérise par la
présence de concentrations élevées de nitrates, polyphénols et bétanines. Prise
individuellement, ces molécules semblent toutes exercer un effet bénéfique sur les
fonctions du muscle squelettique. Mais les effets synergiques et additifs des constituants
contenus dans la betterave n’ont pas été largement étudiés. La betterave est maintenant

proposée pour améliorer la santé musculaire.



HYPOTHESES

Le but ce projet de maitrise est de déterminer les effets de la diéte occidentale sur la
dégradation des fonctions musculaires squelettiques et les effets préventifs d’une

supplémentation en betterave chez de jeunes rats Wistar.

OBJECTIF GENERAL

Le but de cette étude vise a élucider le mécanisme sous-jacent de l'association entre
I'obésité et la modulation de la force de contractilité musculaire en réponse a une diéte de
type occidentale chez le rats Wistar. En seconde lieu, cette étude vise a évaluer les effets de
la supplémentation en betterave rouge, un aliment riche en nitrates, polyphénols et

bétalaines sur la prévention des désordres musculaires induits par une diéte occidentale.

LIMITES

Le présent projet utilisera des tissus musculaires de rats et les résultats obtenus devront
étre validés chez des humains. Les expériences seront également effectuées uniquement
sur des rats males de la lignée Wistar. Ce choix de sexe vise a éviter les effets du cycle
hormonal féminin sur le métabolisme énergétique. Toutefois, ces résultats devront étre
confirmés chez des rats femelles. De plus, il faudra tenir compte de I'dge des animaux

puisque cette étude s’effectuera sur de jeunes rats en croissance.



IMPORTANCE

La betterave s’est taillée, au cours des derniéres années, une place importante dans
I'alimentation sportive en raison de ses propriétés réduisant la fatigue musculaire en
augmentant 'endurance et la performance physique. Les résultats de ce projet vont nous
permettre de mieux comprendre l'effet d’une diéte occidentale sur I'altération des
fonctions contractiles du muscle et d’évaluer si la poudre de betterave peut prévenir ces
effets néfastes. Si confirmé, ces résultats permettront d’élaborer de nouvelles interventions

nutritionnelles afin de contrer les désordres musculaires causés par I'obésité.



CHAPITRE1

REVUE DE LA LITTERATURE
1.1-OBESITE ET SEDENTARITE AINSI QUE LEURS IMPACTS SUR LE MUSCLE

1.1.1-GENERALITE SUR L’OBESITE

L'excés pondéral et I'obésité sont d’importants facteurs a risques de développer des
maladies. Elle est I'une des maladies les plus répandues dans le monde. Entre 1975 et 2016,
le nombre de cas a augmenté de fagon spectaculaire au sein de la population mondiale,
alors que 31 millions d’hommes et 69 millions de femmes dans plus de 200 pays
occidentaux et pacifiques étaient obéses en 1975. (Collaboration NCDRF 2017). Cependant,
en 2016, les taux ont atteint 281 et 390 millions de cas chez les hommes et les femmes,
respectivement (Ghigliotti et al., 2014). Comme dans de nombreux autres pays a travers le
monde, la prévalence de I'embonpoint et de I'obésité augmente constamment au Canada.
Cette tendance est préoccupante car les enfants obéses tendent a devenir des adultes
obéses atteints de désordres métaboliques. La récente recrudescence de I'obésité chez les
jeunes pourrait s’expliquer par I'un ou l'autre des facteurs qui influent sur I'apport ou la
dépense d’énergie. Au cours des derniéres décennies, la consommation de fast-foods, de
boissons gazeuses et de sucres raffinés a augmenté. Parallélement, une augmentation de la
sédentarité chez les jeunes est favorisée par I'augmentation du temps passé devant la
télévision, 'avénement des jeux vidéo, d’Internet ainsi que par la diminution des occasions
de pratiquer de 'activité physique dans les écoles et les collectivités. Bien que les habitudes
alimentaires et la sédentarité promeuvent le surpoids et I'obésité, I'accumulation excessive
de graisse est un facteur déclencheur du développement et de la progression de désordres
métabolique, tels que le diabéte de type 2, la dyslipidémie, I'athérosclérose, la stéatose
hépatique et les maladies cardiovasculaires (Gadde et al, 2018). De plus en plus
d’information permet également de déterminer que I'obésité favorise aussi I'altération de la

structure et des fonctions du muscle squelettique (Bollinger 2017).



1.1.2-IMPACT DE L’OBESITE SUR LES FONCTIONS MUSCULAIRES

L'obésité modifie la cinématique du corps entier et la cinétique articulaire au cours des
activités de la vie quotidienne, ce qui contribue a accroitre le risque de blessures musculo-
squelettiques, le développement de I'arthrose des membres inférieurs et l'incapacité
physique. A ce jour, il est largement accepté que I'excés de la masse des tissus adipeux est le
principal moteur des altérations biomécaniques de I'obésité. Cependant, il est bien établi
que I'obésité est une condition affectant de nombreux, sinon tous les organes du corps. En
effet, l'obésité induit le développement de nombreuses adaptations aux muscles
squelettiques, y compris les altérations de leur structure (ex: taille et architecture des
myofibres, accumulation intramyocellulaire de lipides et type de fibres), les schémas de
recrutement et la fonction contractile (par exemple, la production de la force absolue, de la
fatigue et de la récupération musculaire) qui peuvent influencer la cinématique et la

cinétique articulaire (Bollinger 2017)

1.1.3-APPROCHE ALIMENTAIRE A CETTE PROBLEMATIQUE : LES
POLYPHENOLS ONT UN EFFET THERAPEUTIQUE POUR LA MODULATION DES
FONCTIONS MUSCULAIRES.

Au Canada, le pourcentage de personnes faisant de I'embonpoint était similaire pour tous
les groupes d'dge. Plus les individus deviennent obéses jeunes, et plus ils risquent de
développer des problemes de santé a un age précoce et ceci contribuera au développement
de diverses maladies métaboliques chroniques (Brawer et al., 2009). La santé métabolique
est fortement reliée a nos habitudes de vie. Une alimentation non-équilibrée (diete
occidentale) peut avoir des effets directs et néfastes sur notre santé. Le jus de betterave
rouge est consommé par des athlétes pour améliorer leurs performances aérobiques et ces
effets pourraient étre médiés par ses effets vasodilatateurs autant que par son role sur le
métabolisme et la physiologie du muscle squelettique. Toutefois, parmi toutes les études
sur les effets bénéfiques de la betterave, peu d’interventions nutritionnelles ont évalué ses

effets sur la prévention de I'obésité et des désordres métaboliques qui y sont associés.



1.2. ANATOMIE DES MUSCLES SQUELETTIQUE.

1.2.1-ORGANISATION MACROSCOPIQUE DU MUSCLE SQUELETTIQUE

Dans une fibre musculaire, on retrouve plusieurs centaines de myofibrilles séparées par la
membrane du réticulum sarcoplasmique. Chaque fibre musculaire est entourée de son
sarcolemme (ou membrane plasmique). A I'extérieur de la membrane plasmique se trouve
la lame basale, qui est composée d’une glycoprotéine de structure et d’un réseau de fibres
de collagene. Elle est librement perméable et peut entourer plusieurs fibres. Aprés la 1ésion
d’une fibre musculaire, la membrane basale forme un cadre dans lequel s’effectue la
régénération fibrillaire. Entre les fibres musculaires, on retrouve des fibroblastes qui
sécrétent des fibres de collagéne et qui forment une fine matrice conjonctive,
'endomysium. Les fibroblastes et leur produit majeur, le collagéne, ont un rdle important
qui consiste a maintenir la structure du muscle et 'environnement dans lequel les fibres
musculaires contractiles peuvent fonctionner. Une fibre musculaire contient plusieurs
noyaux situés en périphérie, sous le sarcolemme. La couche plus épaisse de tissu conjonctif
nommé le périmysium, entoure des groupes de fibres musculaires pour former des
faisceaux. Dans le périmysium, les fibres musculaires sont associées en faisceaux, des
cellules musculaires regroupées par des enveloppes composées d’'un tissu fibreux,
I’épimysium. Aux extrémités du muscle, la réunion de ces tissus conjonctifs contribue a

former le tendon.

1.2.2- PROTEINES CONTRACTILES ET DE STRUCTURES

La particularité du muscle squelettique est qu’il possede de I'actine et de la myosine, et que
ces protéines représentent un pourcentage particulierement élevé de leur contenu
cellulaire, environ 80% des protéines totales (Obinata et al., 1981). Ces deux protéines sont
disposées selon un schéma trés ordonné a l'intérieur de la cellule, permettant la génération
contrblée de la force et des mouvements. L'a-actinine assure le lien entre les filaments
d’actine. Elles peuvent se combiner en interagissant avec I'adénosine triphosphate (ATP)

pour former I'actomyosine. Deux autres protéines moindres abondantes, la tropomyosine et



la troponine interviennent dans la régulation de la contraction par le calcium (Yates et

Greaser, 1983).

1.2.3 - CONTRACTION MUSCULAIRE

Un muscle est composé de faisceaux de fibres musculaires et ces fibres se contractent ou se
relachent quand elles regoivent des signaux du systéme nerveux. Chaque fibre musculaire
est constituée de myofibrilles qui sont-elles méme divisées en segment de sarcomére, qui
constitue l'unité contractile du muscle. Dans chaque sarcomére, il y a des filaments fins et
épais. Lors d’un étirement, ces filaments sont présentés par des stries. lls glissent les uns sur
les autres pour raccourcir les sarcoméres et donc raccourcir les fibres musculaires. Les
filaments épais s’appellent myosine et ils sont reliés au milieu du sarcomére au niveau de la
ligne M. Les filaments fins s’appellent actine et sont accrochés au bord du sarcomére au
niveau de la ligne Z. Ce sont ces filaments qui glissent les uns sur les autres pour contracter
et relacher les muscles. Dans les muscles a contraction rapide, le lien est assez simple ce qui
donne une ligne Z fine, alors que dans les fibres lentes, il peut y avoir plusieurs liaisons entre
les deux groupes de filaments fins, donnant une ligne Z plus épaisse. La desmine est une
autre protéine qui a été identifiée comme la sous-unité constitutive des filaments
intermédiaires des muscles squelettiques. Elle est essentielle pour la résistance a la traction
et a l'intégrité des myofibrilles (Li et al, 1997). A la membrane, il y a des complexes
moléculaires de protéines transmembranaires ou extramembranaires reliés a des filaments
d’actine situé en dessous de la membrane de la cellule. Parmi ces protéines, il y a la
dystrophine qui fait le lien entre les filaments d’actine sous la membrane de la cellule
musculaire et les complexes protéiques transmembranaires eux méme en relation avec des
protéines extérieurs a la cellule musculaire. La myopathie de Duchenne est une maladie
génétique due a des anomalies du géne codant pour la dystrophine provoquant de

I’atrophie musculaire progressive (Fayssoil et al., 2008)



Figure 1.1: Anatomie du muscle squelettique au niveau macroscopique et microscopiques

Figure prise de (Tortora et al., 1994)

1.2.4- UNITES MOTRICES ET TYPES DE FIBRES

Toutes les fibres innervées par un motoneurone forment une unité motrice. Une impulsion
nait dans un motoneurone et va se rendre a travers les branches axonales pour stimuler

toutes les fibres musculaires a peu prés au méme moment, générant un potentiel d’action
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synchronisé dans toutes les fibres et causant une secousse musculaire. La taille du potentiel
d’action est mesurée avec les électrodes de surface et elle est constituée de la somme des
potentiels individuels. De plus, elle dépend du nombre de fibres de 'unité motrice. De
méme, la taille et la vitesse de la secousse dépendent du nombre d’unités motrices et de
leurs propriétés contractiles. Dans un seul muscle, il y a un éventail de tailles d’unités
motrices, composées de nombre et type différents de fibres musculaires, déterminées en

grande partie par la taille et la fonction du motoneurone qui les innerve.

Chez I'animal, les propriétés histochimiques des unités motrices les plus grandes et les plus
rapides montrent qu’elles tendent a contenir des fibres de type 2b, alors que les unités
motrices petites et lentes sont composées principalement de fibres de type 1. Les unités
motrices de types 2a et 2x couvrent un large éventail de taille et de résistance a la fatigue,
ce qui est reflété par leur large spectre d’activité enzymatique mitochondriale. Les relations
entre la taille, la vitesse et la fatigabilité de différents types d’unités motrices sont résumées

dans le tableau I.

Tableau 1.1 : Tableau récapitulatif des unités motrices et de leurs caractéristiques. Source

de ( Science report. 2007)

Taille du corps cellulaire petite moyenne grande
Nombres de fibres = faible moyen élevé
Durée de la secousse longue courte trés bréve
Force tétanique faible moyenne élevée
Fatigabilité faible moyenne élevée

Légende : S ( slow), FR ( fast resistance), FF(fast fatigable)

1.2.5 - MUSCLES SQUELETTIQUES ET MECANISME D’ATROPHIE

Notre organisme compte un peu plus de 600 muscles squelettiques striés, représentant
environ 40 % de notre masse corporelle. Au-dela des 4/5 d’eau qui les constituent, ils sont
essentiellement composés de protéines (16,5 %), de réserves lipidique (3,5 %) et

glycogénique (2,0 %) (Féasson L., 2013). Nos muscles s'affaiblissent et se détériorent
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lorsqu'on ne les utilise pas régulierement ou qu'ils ne sont pas suffisamment sollicités par
I’exercice physique. Ce processus s'appelle I'amyotrophie (I'atrophie musculaire). Celle-ci est
causée la sédentarité (ou sa sous-utilisation), mais aussi par le vieillissement naturel du tissu
musculaire (sarcopénie). L'atrophie peut étre liée a une altération des processus de
synthése protéique, touchant principalement les protéines contractiles et les formes rapides
de myosine, ce qui a des conséquences sur la taille des fibres musculaires. Elle est aussi
expliquée par une réduction du nombre de fibres musculaires, qui s’explique en partie par
I'altération des processus d’activation et de prolifération des cellules satellites. La
fatigabilité musculaire est liée a des modifications profondes du fonctionnement
mitochondrial. An niveau de la mitochondrie, on enregistre une augmentation du nombre
de lésions par délétion de fragments de I'adénosine diphosphate (ADN) mitochondrial, ce
qui entraine de nombreuses anomalies des complexes de la chaine respiratoire (Butler et

al., 2006).

1.3. HOMEOSTASIE D’UTILISATION ET D’ENTREPOSAGE D’ENERGIE DU
MUSCLE SQUELETTIQUE

1.3.1- INGESTION DE LIPIDES ET LEUR TRANSPORT JUSQU’A LA CIRCULATION
SANGUINE

Dans une diéte occidentale, de 30 a 40% de I’énergie provenant de l'alimentation est
composée de lipides. Ces lipides sont divisés en 3 principales catégories : les triglycérides
(TG), le cholestérol (CHOL) et les phospholipides (PL). Les TG sont les composantes
majeures, représentant environ 95% des lipides alimentaires (Wilson et Rudel, 1994).
Lorsque ces TG sont ingérés, ils sont en premier lieu hydrolysés par les lipases gastriques et
pancréatiques dans I'estomac et ensuite dans le duodénum (Moreau et al., 1988) (Hofmann
et Borgstrom, 1963). Cette hydrolyse engendre 2 acides gras libres et 1 2-monoacylglycérol
par TG. Ces acides gras deviennent, par la suite, des micelles grace aux sels biliaires (Pan et

Hussain, 2012). Une fois rendu des micelles, ils sont transportés dans les entérocytes du
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petit intestin. Dans' ceux-ci, ils sont ré-estérifiés en TG dans le réticulum endoplasmique
grace aux diacylglycérols transférases de type 1 et 2 (DGAT1 et 2) (Cheng et al., 2003).
Aussitot ré-estérifiés, les TG sont transportés par la protéine microsomale de transfert des
triglycérides (PMTT) vers I'apolipoprotéine-48 (une protéine de structure de lipoprotéine) et
forme un chylomicron (Abumrad et Davidson, 2012). Les chylomicrons sont sécrétés du coté

basolatéral de I'entérocyte vers la lymphe et éventuellement vers la circulation sanguine.

Une fois dans le sang, les chylomicrons sont rapidement dégradés par la lipoprotéine lipase,
ce qui apporte a la formation de résidus de chylomicrons et a la libération d’acides gras
libres (Adiels et al., 2012 ; Hassing et al., 2012). Ces acides gras se lient a I'albumine pour
leur transport et vont étre captés et internalisés par différents tissus et organes tels les
tissus adipeux et le muscle. Les résidus de chylomicrons seront éventuellement captés et

transformés en particules de very low density lipoprotein (VLDL) par le foie.

1.3.2- ENTRE DES LIPIDES DANS LE MUSCLE

La majorité de acides gras qui vont rentrer dans le muscle proviennent de la lipolyse des
tissus adipeux (Dube et al., 2015). En effet, lors d’exercices physiques, il y a augmentation
de celle-ci, ce qui permet d’augmenter la concentration plasmatique de lipides pouvant
entrer dans le muscle grace a différentes protéines. En premier lieu, ils peuvent étre
transportés a I'intérieur du muscle squelettique grace aux protéines de liaison des acides
gras (PLAG) (Hotamisligil et Bernlohr, 2015). Dans le muscle, on retrouve les variantes de
PLAGs de type 1, 3 et 4. C'est la forme PLAG-3 qui est de loin la plus abondante. Les acides
gras peuvent aussi étre transportés dans les cellules grace aux protéines de transport
d’acides gras (PTAG) ou Fatty acid binding protein (FATP)(Kazantzis et Stahl, 2012).
Finalement, une protéine du nom de Cluster of differentiation 36 (CD36) joue un réle
important dans l'incorporation de lipides dans le muscle (Jeppesen et al., 2011). La
régulation de I'expression de ces protéines est augmentée par différents facteurs comme
I'exercice, la contraction musculaire, ou la présence d’insuline (Jain et al., 2015 ; Luiken et
al., 2002 ; Smith, Bonen et Holloway, 2012). Une fois dans les myocytes, les acides gras

seront transportés majoritairement aux mitochondries pour la B-oxydation (lors d’exercice)
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ou seront ré-estérifiés en TG dans le réticulum endoplasmique (RE) ou ils formeront des

gouttelettes lipidiques intramyocellulaires (GLIM) qui seront exportées vers le cytosol.

1.3.3- FORMATION DES GOUTTELETTES LIPIDIQUES DANS LE MUSCLE

Pour la formation des GLIM, les acides gras sont subséquemment dirigés vers le RE. lIs
seront préalablement liés au groupe coenzyme A (-CoA) grace a I'acyl-CoA synthase et
seront par la suite ré-estérifiés en monoglycérides (MG), diglycérides (DG) et TG a proximité
du RE (Han et al., 2013 ; Zhang et al., 2011). Cette voie mécanistique nécessite I'intervention
de différentes enzymes telles monoacylglycérol acyltransférase de type 1, 2 ou 3 (MGAT-1, -
2 ou -3) et diacylglycérol acyltransférase de type 1 ou 2 (DGAT-1 ou -2)(Wendel, Lewin et
Coleman, 2009). Le mécanisme de formation des GLIM demeure mal caractérisé, mais il
pourrait se produire lors avec accumulation de TG dans la bicouche de la membrane du RE
ce qui apporte a la formation de GLIMs qui bourgeonnent a I'extérieur du réticulum (Thiam,
Farese et Walther, 2013). Les GLIM sont composées d’une agrégation de TG et CHOL-ester
entouré d’'une monocouche de phospholipides dans laquelle sont amalgamés des protéines
et du CHOL libre. L’expansion des GLIM peut se faire soit par une fusion de deux GLIM ou
bien par une synthése de TG a la surface de ceux-ci (Murphy, Martin et Parton, 2010 ;
Thiam, Farese et Walther, 2013).

Il a longtemps été pensé que les GLIM ne comprenaient que des lipides et du CHOL, mais
pas de protéines. Toutefois, Greenberg et ses collégues ont rapporté que ce n’était pas le
cas (Greenberg et al., 1991). Il est estimé que les GLIM possédent plus de 300 protéines qui
contrélent des mécanismes trés variés tels que la lipolyse et la lipogenése de novo.
Toutefois, le role de certaines des protéines retrouvées sur les particules de GLIM n’a pas
été élucidé (Zhang et al., 2011). Les protéines de GLIM les mieux caractérisées sont les
périlipines (PLINs). Cinq types de périlipines ont été répertoriés et le muscle exprime les
types 2 a 4. Chacune de ces protéines possede des rbles particuliers. La PLIN2 prévient la
lipolyse, ce qui favorise I'accumulation des lipides intramyocellualires (IMCL) (Bosma et al.,
2012a). La PLIN3 est la plus exprimé lors d’un exercice aigu et elle potentialise la lipolyse et

de I'oxydation des acides gras (Covington et al., 2014). A ce jour, aucun effet de la PLIN4 est
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répertorié dans le muscle. Par contre, la PLINS est la plus exprimée et la mieux caractérisée
(Laurens et al., 2016 ; Pourteymour et al., 2015). 1l est important de mentionner que la
PLIN5 est également retrouvée dans la mitochondrie, ce qui indique qu’elle joue un réle
important dans la communication entre la mitochondrie et les GLIM (Bosma et al., 2012c). Il
semble que PLIN5 puisse faciliter I'oxydation des acides gras lors de contractions
musculaires et que sa surexpression augmente [|'‘expression de génes nécessaires a
'oxydation des acides gras, les complexes de chaines de transport d’électrons et la

transcription de la biogénése mitochondriale (Laurens et al., 2016).

1.3.4- LIPOLYSE DES GOUTTELETTES LIPIDIQUES MYOCYTAIRES

Il existe plusieurs sources d’énergie, mais les acides gras sont principalement utilisés lors
d’activités physiques d’intensité modérée (Bosma, 2014). La lipolyse des GLIM est réalisée
en présence d'Adipose triglyceride lipase (ATGL; activée par le comparative gene
identification-58 ou CGI-58) ou de I'hormone sensitive lipase (HSL) (Badin et al., 2012). ATGL
est la lipase la plus impliquée dans I'hydrolyse des TG dans le muscle (Morak et al., 2012).
L’autophagie pourrait également étre impliquée dans le contrdle de la lipolyse (Kaushik et
Cuervo, 2015). En effet, les périlipines qui préviennent la lipolyse sont dégradées pas le

mécanisme d’autophagie et ceci réduit I'interaction entre les TG et ATGL.

Les GLIM interagissent de plusieurs fagons avec les mitochondries. Il est important de noter
que les GLIM et les mitochondries sont fréquemment retrouvées a proximité et I'activité
physique semble amplifier se rapprochement (Tarnopolsky et al., 2007). Lors de I'hydrolyse
de TG, les acides gras libérés subissent rapidement une oxydation pour produire de

I'énergie. La figure 1.2 résume bien I'accumulation et la lipolyse des GLIM.
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Figure 1.2 : Formation et hydrolyse des gouttelettes lipidiques intramyocellulaires. Figure

prise de (Morales, Bucarey et Espinosa, 2017).

1.3.5- LES GOUTTELETTES LIPIDIQUES ET LEUR RELATION AVEC
DIFFERENTES MALADIES

L'accumulation excessive des GLIM dans le muscle ne cause pas de désordre en soit, mais
serait plutét considérée comme une conséquence d’un état pathologique. 1l est
fréquemment observé que ['‘obésité et la résistance a l'insuline sont associées a une
importante accumulation intramyocellulaire de lipides (Coen et Goodpaster, 2012 ; Moro et
al., 2009 ; Pan et al., 1997). En fait, la résistance a l'insuline est intimement associée a
I'hypertrophie et I'hyperplasie de GLIM. Effectivement, une augmentation de la lipotoxicité

cellulaire par une accumulation de diacylglycérols et de céramides, causée par
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I'augmentation de I'entrée des lipides dans la cellule, engendre le développement de la
résistance a I'insuline (Bosma et al., 2012b). D’autres maladies comme la sarcopénie, la
dystrophie musculaire et la paraplégie spastique peuvent causer I'accumulation de GLIM en
réponse a la faiblesse musculaire et a la diminution de la mobilité des patients (Grounds et

al., 2014 ; Papadopoulos et al., 2015 ; Pugh et al., 2013).

1.3.6- LE METABOLISME DU GLUCOSE DANS LES MUSCLES COMME
SUBSTRATS ENERGETIQUES AU REPOS ET A L’EXERCICE

Comme il est dit précédemment, les acides gras sont une des sources énergétiques utilisés
par la mitochondrie. Son autre principale source d’énergie est le glucose qui subit une
glycolyse dans la mitochondrie. Celle-ci peut étre faite en condition aérobique ou en
condition anaérobique (Mercier et al., 1994). Il y a en fait énormément plus de glycolyse
dans les muscles aérobiques en exercice que les muscles anaérobiques au repos. Ce flux
glycolytique trés élevé permet de produire entre 50 a 100% de la phosphorylation oxydative
qui est nécessaire pour les muscles lors d’exercices chez I’humain (Mercier et al., 1994). La
glycogénolyse, qui est la formation de glucose a partir de glycogéne, varie, comme la
glycolyse, beaucoup en fonction du taux de stimulation du muscle (Karpatkin, Helmreich et
Cori, 1964). Le glucose provenant de la circulation rentre donc dans le muscle en exercice
par transport facilité, grace a la protéine 4 du transporteur du glucose (GLUT4) (Birnbaum,
1989 ; Charron et al., 1989). En plus de permettre cette entrée, GLUT4 permet aussi le
transport du glucose vers la mitochondrie grace a la translocation de celui-ci des sites
intracellulaires vers la sarcolemme et les tubules-T (Huang et Czech, 2007). C’est I'insuline
ainsi que les contractions qui permettent cette translocation (Derave et al., 2000 ; Derave et
al, 1999). Rendu au sarcolemme, le glucose devient du glucose-6-phosphate par
phosphorylation grace a 'enzyme mothochondrial hexokinase 1l (HKII), qui est la premiére
étape de la glycolyse pour obtenir de I'énergie (Katz et al., 1986). La figure 1.3 démontre

bien la suite du mécanisme de la glycolyse pendant |'exercice et au repos.
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1.4- LES MECANISMES POTENTIELS POUVANT ALTERER LA FONCTION
CONTRACTILE DES MUSCLES EN REPONSE A L'OBESITE

A ce jour, les mécanismes impliqués dans I'altération des fonctions contractiles du muscle

induits par I'obésité demeurent mal caractérisés. Cependant, plusieurs perturbations dans la

structure musculaire, y compris I'accumulation excessive de lipides, la modification des

propriétés contractiles et de structure musculaire ont été rapportées. L'obésité induit de

nombreuses altérations physiologiques et structurelles diminuant la force relative et la

puissance tout en augmentant la fatigabilité musculaire. Ceci peut étre médié par la

diminution de |'expression de protéines non-contractiles et la modification de I'isoforme de

la chaine lourde de myosine des protéines contractiles. Ces facteurs peuvent jouer un role
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majeur dans la dégradation de la force et de la puissance observée en présence d’obésité.
Le diagramme de la figure 1.6 permet d’illustrer les mécanismes par lesquels I'obésité

pourrait altérer les fonctions musculaires contractiles.

Obesity

Skeletal Muscle Contractile Dysfunction

Excess Body Mass Decreased Strength Decreased Power Premature Fatigue
A Movement Patterns Functional Limitations Injury/Disease
& Kinematics 1 Relative Intensity of Activities <& Joint Stability
4 Reliance on Synergist Muscles ¥ Speed of Activities 1 Joint Loading
4 Muscie Recruitment Patterns J Physical Activity

Figure 1.4 : Mécanismes potentiels par lesquels I'obésité altére les fonctions contractiles
des muscles squelettiques au niveau de la force, la puissance et de ’endurance.
Figureprise de (Bollinger et al., 2017)

1.4.1- LES PROCESSUS INFLAMMATOIRES DANS L’OBESITE : LES ADIPOKINES
ET LES MUSCLES SQUELETTIQUES.

En présence d'obésité systémique, une accumulation excessive de lipides dans les tissus
adipeux conduit a un état d'hypoxie, favorise l'activation du hypoxia-inductible factor 1-
alpha (HIF-1a) et du nuclear factor-kappa B (NF-kB). Ces facteurs nucléaires favorisent la
production de cytokines inflammatoires, telles que linterleukine-6 (IL-6) et le tumor
necrosis factor « (TNF-a). L'inflammation locale est liée a un statut catabolique, impliquant
I'activation de la lipolyse afin d'éliminer I'accumulation excessive de lipides dans les tissus
adipeux pendant un régime obésogéne (Terra et al., 2011). Ce processus précoce dans les
tissus adipeux contribue a l'augmentation des acides gras en circulation qui, par le fait
méme, altere la production et la sécrétion de lipoprotéines au niveau hépatique (Eugene et

al., 1961). Un taux élevé d’acide folique sanguin et de cytokines pro-inflammatoires (comme
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I'lL-6 et le TNF-a) favorise l'installation et le maintien de nombreuses perturbations
métaboliques dans plusieurs tissus. Ceci diminuerait I'absorption du glucose, la taille et la
fonction de la contractilité du muscle squelettique (Bollinger et al, 2017). Ces effets
pourraient modifier la synchronisation de la physiologie musculaire via I'altération de
I'expression de plusieurs protéines contrélant les fonctions anaboliques et cataboliques.
Ceci aurait une influence directe sur la réduction de la taille du muscle et de ses capacités

contractiles (Bollinger et al., 2015).

Les cytokines inflammatoires sont impliquées dans le processus catabolique du muscle
squelettique dans plusieurs conditions, comme la cachexie cancéreuse, le diabéte, le
vieillissement et I'obésité (Bollinger et al.,, 2017). Le processus d'accumulation de graisses
dans le tissu adipeux blanc (TAB) active la lipogenése de novo et I'établissement d’une
condition hypoxique. Cette condition favorise |'augmentation de la production de cytokines
(Dyck 2009). Parmi les nombreuses cytokines sécrétées par le TAB, le TNF-a est reconnu
pour promouvoir la résistance a I'insuline (Stolarczyk 2017), I'apoptose (Tang et al., 2001) et

la production de protéases dans le muscle (Roher et al., 2008).

Le TNF-a favorise I'atrophie des myotubes en culture et ceci induit I’expression du géne E3
ligase important dans la dégradation des protéines myofibrillaires via la voie de I'ubiquitine-
protéasome (Gu et al.,, 2018). Des résultats similaires ont été observés avec I'homologue
structurel du TNF-o, le tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK); cette
cytokine induit également un phénotype cachectique en augmentant I'expression de la
ligase E3 muscle ring finger-1 (MuRF-1) et en favorisant la dégradation de la chaine lourde

de myosine (MyHC) au niveau du filament épais du sarcomére (Maymo-Masip et al., 2013).
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Figure 1.5 : Régulation de NF-kB par TWEAK. Figure prise de (Enwere et al., 2014)

Chez les sujets obéses, la quantité de TNF-a circulant est considérablement augmentée, ce
qui est le résultat d'une augmentation de son expression dans les tissus adipeux et les
macrophages infiltrés (Suganami et al., 2009). Plusieurs études ont également montré que
le TNF-a augmente I'accumulation de lipides dans le foie en régulant les activités de la
lipoprotéine lipase (LPL), de HSL et de 'ATGL (Li et al., 2009). Dans les myotubes en culture,
le TNF-a supprime les activités de I’AMP-actived protein kinase (AMPK), |'oxydation des

acides gras tout en favorisant I'accumulation excessive des lipides (Tse et al., 2017).

1.4.2- L'EFFET DE L’OBESITE SUR LES FONCTIONS CONTRACTILES DES
MUSCLES SQUELETTIQUES

De plus en plus de données confirment que I'obésité entraine une diminution de la force
musculaire spécifique et une perte du poids musculaire absolu sans graisse (Park et al.,
2009; Zhou et al., 2007; Lee et al,, 2011). Cette diminution de la force musculaire a été
observée chez les jeunes adultes obéses (Maffiuletti et al., 2007) et les adultes plus dgés
(Tomlinson et al., 2014a). Cet effet pourrait étre causée par une diminution de la quantité

de muscles et / ou de leur qualité, qui est calculée en tant que force par unité de masse
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musculaire (Tomlinson et al.,, 2014b). Une récente étude démontre que la force musculaire
normalisée a la taille et le poids du muscle, est considérablement plus faible chez les
personnes agées obéses (Choi et al., 2016). Ce résultat suggére que la diminution des

fonctions musculaires chez ces sujets est causée par une diminution de la force contractile.

Chez 'homme, la force musculaire absolue est augmentée chez les obéses (Lafortuna et al.,
2005). Il est possible que des niveaux élevés de masse graisseuse agissent comme un
stimulus de surcharge au cours d'une activité quotidienne, ce qui pourrait favoriser
I'hypertrophie des muscles porteurs. Ainsi, les personnes obéses seraient soumises & une
forme d’entrainement di a I'excés pondéral méme s’ils ont de faibles niveaux d'activité
physique. Cependant, le ratio force/masse corporelle est diminué chez les individus obéses,
et des preuves récentes suggérent que la capacité intrinseque du muscle squelettique a
produire de la force est également diminuée en présence de surpoids (Choi et al., 2015).
Une étude antérieure (Hulens et al, 2001) a ajusté la force musculaire pour qu'elle soit
exempte de |'effet de la masse grasse, ce qui a permis de trouver une réduction de la force
de l'ordre de 6 a 20% plus basse chez les sujets obéses, et ce, pour plusieurs groupes
musculaires. Il est aussi rapporté que les sujets obéses ont une force moindre lorsqu’elle est
mise en relation avec le volume musculaire (-26%) et la section transversale physiologique
du muscle ou cross section area (CSA) (-34%)(Tomlinson et al., 2014a). L’ensemble de ces
résultats indique que I'obésité est un probléme important non seulement pour le
métabolisme du muscle squelettique, mais aussi par son influence sur I'altération de ses
fonctions physiologiques. Les changements physiologiques induits par I'obésité favorisent
une réduction de I'expression de genes importants pour le soutien des sarcoméres comme
I'a-actinine 2 et la protéine desmine, en plus de réduire la quantité de calcium relargué dans
le réticulum sarcoplasmique (Chapman et al., 2014). Il est bien établi que I'a-actinine 2 est
essentielle pour I'ancrage des filaments d’actine sur le disque z. La desmine, quant a elle,
joue un réle important sur la production de la force musculaire (Chapman et al. 2014 ; Li et
al. 1997). La figure 1.6 ci-dessous présente quelques altérations physiologiques bien

établies par I'obésité sur la fonction musculaire squelettique.
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Figure 1.6: Les mécanismes potentiels par lesquels l'obésité engendre une
dysfonction contractile musculaire. Figure prise de ( Bollinger et al, 2017)

1.4.3- LES EFFETS DE L’OBESITE SUR LA STRUCTURE DES MUSCLES
SQUELETTIQUES

Chez les adultes de poids normal, les muscles squelettiques représentent environ 40% de la
masse corporelle totale. Chez les obéses, on observe une augmentation des niveaux de
masse musculaires (Lafortuna et al., 2005), de la coupe transversale (cross sectional area,
CSA) (Garcia et al., 2015), et du nombre de fibres musculaires (Choi et al., 2016 ; Gavin et al.,
2005). Il est intéressant de noter que la masse du muscle squelettique (Forbes G 1987)
augmenterait avec les niveaux de sévérité de I'obésité. Toutefois, cette augmentation de la
masse musculaire semble diminuer la force spécifique. Il est largement accepté que
I'obésité augmente la masse musculaire squelettique due a un effet de surcharge des lipides
provenant de I'excés des tissus adipeux. Il a déja été rapporté que la masse musculaire du

gastrocnémien (Tomlinson et al., 2014a) et de I'extenseur du genou (Choi et al., 2016) sont
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augmentées en présence de surcharge pondéral. Certaines études ont rapporté que la
masse musculaire squelettique du soléaire est augmentée, mais que cet effet n’est pas
observé pour l'extensor digitorum longus (EDL) (Ciapaite et al., 2015). Une autre étude
indique que le CSA du biceps brachial évalué par la résonnance magnétique est augmenté
d’approximativement 19% chez les adultes sédentaires, en surpoids et obéses par rapport a
celui d’individus contréles de poids normal (Pescatello et al., 2007). De méme, I'équipe de
Rolland (Rolland et al, 2004) a rapporté que la masse du muscle squelettique
appendiculaire des jambes et des bras était plus élevée chez les adultes agés obéses que
chez les adultes obéses, ainsi que chez des individus de poids normal. Cependant, il convient
de noter que l'augmentation de la masse grasse dépasse largement I'augmentation de la
masse maigre (Lafortuna et al., 2005) et de la masse musculaire squelettique (Ciapaite et al,,
2015). Ceci indique que le muscle squelettique représente un pourcentage plus faible de la
masse corporelle totale dans I'obésité. Cette diminution de la musculature relative peut

expliquer, en partie, la diminution de la force relative observée dans |'obésité.

1.4.4- L'ACCUMULATION DE LIPIDES DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE

L'obésité est associée a une augmentation de 'accumulation des GLIM. Une accumulation
excessive de graisses intermusculaires a été rapportée grace a la tomographie (CT) de sujets
gravement obéses. Ceci est considéré comme un indicateur de la qualité musculaire
(Goodpaster et al., 2000). En effet, le contenu lipidique des les muscles squelettiques est
environ deux a trois fois plus élevée chez les obéses par rapport a ceux avec un poids
normal (Chaoi et al. 2016). Une augmentation de cet encaissement de lipide est également
associée a une diminution de la force musculaire (Maly et al., 2013) et une altération de la
fonction musculaire (Goodpaster et al. 2000) chez les personnes agées. La quantité
d'infiltration de lipides intramyocellulaires dans les quadriceps de personnes obéses était
inversement associée a la force du muscle squelettique (Choi et al., 2016). Ceci suggére une
association positive au CSA, mais pas a la force spécifique (Choi et al., 2016). Ces données
indiquent aussi que l'accumulation de lipides intramyocellulaires contribue, jusqu’a un
certain point, a I'augmentation du CSA et a la diminution de la production d'énergie. De

plus, une modélisation des effets de I'augmentation de [a teneur en matiéres grasses dans le
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muscle squelettique a suggéré que la force absolue et spécifique des fibres musculaires
diminuent linéairement avec l'augmentation de la teneur en lipides intramyocellulaires

(Rahemi et al., 2015).

1.4.5- MODIFICATION DE L'EXPRESSION DES PROTEINES CONTRACTILES
SARCOMERIQUES

L'obésité modifie I'expression de genes controlant la contractilité sarcomériques,
notamment la chaine lourde de myosine (Tanner et al., 2002 ; Clark et al., 2001). L’équipe
de Tanner (Tanner et al., 2002) a noté que le pourcentage de myosine de type Ilb (25,1 vs.
14,4%) était significativement plus élevé chez les obéses. En plus, la proportion de fibres de
chaine lourde de myosine de type | (41,5 contre 54,6%) est significativement plus faible chez
les femmes obeses comparativement a celles de poids normal. Il est bien établi que
I'inactivité physique (Baldwin et al., 2001) et le déchargement musculaire (Scott et al., 2004)
réduit I'expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type | et augmente
I'expression du CMH de type lIx. Inversement, I'entralnement aérobie ou en endurance
(Russel et al., 2003) semble augmenter la proportion de fibres contenant des CMH de type |

et diminuer la proportion de fibres contenant des CMH de type Il.

1.5. EFFETS DE LA SUPPLEMENTATION EN NUTRACEUTIQUES POUR
PREVENIR LES DESORDRES MUSCULAIRES INDUITS PAR L’OBESITE.

1.5.1- COMPOSITION DE LA BETTERAVE : POLYPHENOLS, NITRATE ET
BETALAINE.

L'incidence de I'obésité a considérablement augmenté au cours des derniéres décennies.
C'est un facteur majeur de développement de troubles métaboliques. Des études suggérent
également que I'obésité peut changer les fonctions musculaires squelettiques par
induction de changements physiologiques et métaboliques. Cependant, il existe des
informations limitées concernant les moyens potentiels pour contrer ces effets négatifs de
'obésité dans le muscle squelettique. La betterave rouge (Beta vulgaris rubra) est une
plante comestible enrichie en polyphénols (myricétine de méme qu’en acide férulique,

caféique et hydroxybenzénique) ainsi qu'en bétalaine, qui est consommée par les athlétes
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pour améliorer la performance sportive. De plus, les composés dérivés de la betterave
pourraient exercer des effets prébiotiques et antioxydants (Osmsbee et Arciero. 2013). En
effet, les polyphénols, les nitrates et les bétalaines pourraient exercer des effets bénéfiques
sur les fonctions du muscle squelettique. De plus, ces familles de composés dérivés de
betterave pourraient interagir de fagon synergique (voir tableau 1.2) pour améliorer la

performance musculaire.

D
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Obésité Polyphénols Nitrate Bétalaine
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» X
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Tableau 1.2 : L'impact de I'obésité et des composants de la betterave sur le métabolisme
et la performance des muscles squelettiques.

1.5.2- POLYPHENOLS ET CARACTERISTIQUES THERAPEUTIQUES

Les polyphénols sont une catégorie de molécules principalement produites par les végétaux.
Elles sont constituées d’un assemblage de fonctions chimiques et de noyaux benzéniques.

Les légumes ayant |a plus forte concentration en polyphénols sont les artichauts, le persil et
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les choux de Bruxelles [> 250 mg d'équivalent acide gailique (GAE) / 100 g de portion
comestible fraiche (FEP)] (Pierre et al., 2006). Les fruits ayant les concentrations les plus
élevées sont les fraises, les litchis et les raisins (> 180 mg de GAE / 100 g de FEP) (Pierre et
al., 2006). Leur propriété d’antioxydant naturel semble pouvoir améliorer, et
potentiellement traiter, de nombreuses conditions pathologies. Leurs effets ont été étudiés
par de nombreux groupes de recherches ces derniéres années, et bon nombre d’entre elles
utilisent les extraits de polyphénols contre inflammation (Hirabayashi et al., 1995), le cancer
(Mori et al., 1999), les maladies cardiovasculaires (Alam et al., 2013) et le diabéte (Siri et al.,
2003). Certaines de ces molécules sont méme considérées comme de cibles thérapeutiques
pour réduire le cholestérol (Kim et al., 2003). Toutefois, a ce jour, peu d’interventions
nutritionnelles ont permis de rapporter que des polyphénols peuvent contrer |'atrophie ou

la dysfonction musculaire induite par une diéte obésogéne.

1.5.3- POLYPHENOLS : METHODES THERAPEUTIQUES CONTRE LA
DYSTROPHIE MUSCULAIRE

L’entrainement régulier en force et en endurance pourrait permettre de fimiter I'atrophie
en augmentant les processus de synthése protéique tout en améliorant la diffusion et
I'utilisation de I'oxygéne. La consommation de polyphénols pourrait induire des effets
similaires a I'entrainement en améliorant la qualité musculaire. En tenant compte des effets
anaboligues des polyphénols (Wen et al., 2017), ces molécules pourraient &tre considérées
comme des cibles thérapeutiques pour prévenir ou limiter la perte de masse musculaire
induite par la sédentarité. Ainsi, ladministration par voie orale des oligoméres
proanthocyanidolique dérivé de pépins de raisin (20 mg/ kg par jour pendant 2 semaines)
améliore la régénération post-contusion du gastrocnémien (+24 %) chez des rats Wistar
(Myburgh et al., 2012). Le traitement de myocytes C2C12 différenciées avec des
concentrations de 0,1 et 0,25 uM de resvératrol (RSV, un polyphénol naturel isolé du raisin
et d’autres fruits) a induit 'augmentation de la synthése protéique principalement via les
voies de signalisation PI2-K/AKT du facteur de croissance semblable insuline 1 (IGF-1)
(Dorchies et al.,2006). Ceci indique que le RSV pourrait promouvoir I’anabolisme protéique

et la fonction musculaire. La bioactivité des polyphénols dépend largement de la
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biodisponibilité du produit de leur métabolites secondaires (Terra et al., 2011). Les
ellagintanins sont d’abord métabolisés par Gordonibacter du petit intestin en urolitine D
puis subissent une perte successive de groupes hydroxyles pour produire I'urolithine C, A et
B. Pour une personne en santé, les urolithines A et B sont les isoformes les plus abondantes.
L'urolithine A exerce des activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires dans divers tissus,
mais pas dans le muscle squelettique (Rodriguez et al.,, 2017). D’autre part, il est rapporté
que Vuorlithine B augmente la croissance et la différenciation des myotubes ainsi que
I"hypertrophie du muscle squelettiques tout en inhibant la voie ubiquitine/protéasome (Savi

etal, 2017).

1.5.4 L'EFFET THERAPEUTIQUE DES POLYPHENOLS DANS LA BETTERAVE.

Il 'y a un intérét croissant pour l'identification de composés antioxydants biologiquement
actifs possédant peu ou pas d’effets secondaires. En effet, de telles molécules pourraient
étre utilisées comme cibles thérapeutiques ou encore en prévention contre le
développement d’une pléthore de pathologies. L'acide férulique est un dérivé de I’acide
hydroxycinnamique, abondamment retrouvé sous sa forme libre ou composée chez les
organismes du regne végétal tels les légumes, les fruits et les céréales (Tsao Rong,
2010)(Mattila et al, 2007). Les effets antioxydants de Vacide féruligue ont été
principalement étudiés dans un contexte curatif et préventif de différents désordres
métaboliques (Kumar, & Pruthi,.2014) associés a I'inflammation (Nagasaka et al., 2007), les
maladies cardiovasculaires (Alam & Brown. 2013) et le diabéte (Sri et al.,, 2003). Ce
polyphénol pourrait régulariser les dyslipidémies, en diminuant le taux de CHOL total
sanguin (Kim et al.,, 2003) et I’hyperglycémie (Jung et al., 2007). De plus, un traitement en
acide férulique pendant 30 jours a une dose de 20 mg/100g/jour a augmenté la masse des
muscles squelettiques a contraction rapide chez I'hippocampe soumis a une diéte
commerciale (88.98%) (Wen et al., 2017). Ces résultats ont été rapportés pour la premiére
fois in vivo et suggérent des applications potentielles de I'acide férulique comme

supplément nutraceutique en raison de sa capacité a favoriser la croissance musculaire



28

L'acide caféique stimule I'absorption du glucose dans les myocytes L6 différenciées en
améliorant le métabolisme du glucose via la stimulation de la voie de 'AMPK (Lee et al.,
2008). L'incubation des muscles épitrochléens de rat avec de l'acide caféique (20,1mM,
230min) augmente la phosphorylation d’AMPK. Cette activation enzymatique a été associée
a une réduction de la teneur en phosphocréatine et a une augmentation de I'activité de
transport du 3-O-méthyl-d-glucose en absence d’insuline. Ces résultats suggérent que
I'acide caféique stimule intensément I'activité de I’AMPK et le transport du glucose insulino-
indépendant tout en réduisant I'état énergétique dans le muscle squelettique (Tsuda et al.,
2012). Une autre étude a démontré que l'acide caféique posséde des propriétés
antioxydantes similaires a celles de la vitamine E et que ce polyphénol pourrait atténuer les

effets nocifs d’ischémie dans le muscle gastrocnémien (Caiozzo V. J., 2002).

L’acide gallique pourrait augmenter la translocation de GLUT4 vers la membrane cellulaire
et I'activité d’absorption du glucose dans les myocytes (Vishnu et al., 2009). Aussi, les effets
d’un traitement a 20mg/kg/jour d’acide gallique a réduit le gain de poids, la glycémie et
I'insuline plasmatique chez des rats diabétiques de types 2 nourris avec une diéte riche en
lipides (Gandhi et al., 2014). Ces effets étaient associés a I'augmentation de I'expression du
récepteur activé par le proliférateur de peroxysome y (PPARy) dans les tissus adipeux, le foie
et les muscles squelettiques des rats ayant regu un traitement a l'acide gallique. Ces
résultats suggérent que I'acide gallique favorise 'homéostasie du glucose, tout en favorisant
la survie et les fonctions des cellules B dans le pancréas. Par conséquent, |'acide gallique

peut étre considéré comme un candidat intéressant pour contrdler le diabéte de type 2.
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Tableau 1.3 : composition de la betterave en composés phénoliques. Source de (Wruss et

coll. 2015)

Source Wruss et coll. 2015

Unité mg/L de jus

Cultivar Mona Lisa' Moronia! Redval! AP !Robuschka! Forono! Bolivar
COMPOSES PHENOLIQUES i i i | . ;
Total 128* | 1,29 , 085,101, 088 0984, 11
Acide caféique 103 | 314 13031578! 446 ! 3,724 1 332
Acide chlorogénique @ : @ : ¢ : @ : @ : @ : ®
Acide coumarique 8 e Koy el 0 @ L
Acide férulique 1,24 | 0335 10,75110,3991 0,764 1 0,246 1 0,854
Acide gallique 27,7 ' 178 ! 144 1302! 108 ! 21,3 ! 304
Acide p-hydroxybenzoique @ : [ : (] : ] : -] : ] : 0
Acide protocatéchique 9 | @& | O } 9 | @ g @ ;9
Acide syringique 202 1 0865 1 1,34 106741 291 1 163 | 354
Acide vanilique g g Vit -iige o g I EgS g
Catéchine @ : ] : [ : -] : 4 : @ : 0
Epicatéchine $ f # 9 8% 3 879 ¥ @918
Rutine @ I ¢ | 9 I ¢ | 8 I 9 | ¢
Flavonoides totales g1 g - Ay Vg -4 e A

| 1 I ! ! |
Quercétine $ ;, @& , o , 9, 9 , & , 0
Myricétine 9 e E VR 2 I & 1 @
| | I i ] i

BETALAINES TOT 1309 | 1135 | 853 | 933 | 767 | 826 | 789
Bétatyanlne 807 I 633 i 466 576 1 485 i 515 t 487
Bétanine ¢ 1 5 1 81 1 & 1 8 i @
Isobétanine T Plieict SR NE S ST S SN e e it
Bétaxanthine 501 | so1 | 387 | 357 | 301 | 311 | 301
Vuigaxanthine | ] D Sl et I oo, | ol i # 1 8

1.5.5 LES BENEFICES DU NITRATE SUR LA PERFORMANCE PHYSIQUE

Les bénéfices associés a la consommation de betterave dépendent principalement de la

transformation de ses composés bioactifs par le microbiote et leur absorption dans

I'intestin, par la suite les éléments actifs doivent atteindre des concentrations suffisantes

dans le systéme avant d’induire leurs effets via I'activation des tissus et organes cibles. Les

nitrates alimentaires (NO;) sont transformés par les bactéries anaérobie de la cavité buccale
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en nitrites (NO,) qui seront a leur tour réduits en oxyde nitrique (NO) en réponse a I'acidité
de I'estomac et dans l'intestin, grace a des enzymes microbiennes (Govoni et al., 2008). Une
fois dans la circulation, les nitrites peuvent aussi étre transformés par des enzymes
humaines spécialisées vie la voie classique L-arginine-NO-synthase, dans les états
hypoxiques. (Spiegelhalder et al., 1967). Avant les épreuves physiques d’endurance, la
consommation d’aliments riches en nitrates améliore la performance (Lauer et al.,, 2001).
Une fois ces effets rapportés, plusieurs produits enrichis en nitrates ont été développés
pour leurs effets ergogénes chez les sportifs. L'action du NO sur le métabolisme
mitochondrial et vasculaire des muscles permet a prolonger le temps avant d’atteindre
I’épuisement tout en réduisant la consommation maximale d’oxygéne pendant une activité
physique (Clements et al., 2014). Les désordres métaboliques liés a I'obésité, tels que le
diabéte et I'accumulation de graisses intramyocellulaire (Hilton et al., 2008), ont été

associés a une diminution de la puissance dans le muscle squelettique.

La présence d’acide nitrique stimule fortement I'accumulation de Ca®* intracellulaire et de
guanosine monophosphate cyclique (GMPc) pour activer la protéine kinase
Ca*’calmoduline-dépendante et 'AMPK. Les précurseurs diététiques de NO incluent
I'arginine et ses métabolites/analogues. Ces composés induisent une stimulation de la
phosphorylation et de I'activation d’AMPK, pour favoriser I'expression et la phosphorylation
du récepteur activateur de PPPARY 1-o. (PGC-1a) (Lira et al., 2010). A son tour, PGC-1a agit
comme un régulateur métabolique principal du métabolisme énergétique et de la biogenése
mitochondriale en contrélant I'expression du facteur respiratoire nucléaire-1 (NRF-1) et de
sa cible en aval, le facteur de transcription mitochondriale A (TFAM) (Bostrém et al., 2012).
La betterave augmente le métabolisme oxydatif basal et la biogenése mitochondriale
(Vaughan et al, 2016). Dans les adipocytes, l'arginine augmente le contenu en
mitochondries et intensifie le brunissement des adipocytes induit par le froid. Cette
information est validée par V'observation que le traitement de myocytes C2C12 avec de la
betterave augmente le métabolisme oxydatif en favorisant I'expression de PGC-1a, NRF-1,

TFAM et le transporteur de glucose 4 (GLUT-4) et la biogenése mitochondriale. De plus, la
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betterave a amélioré le contrble des glucides dans les myocytes de souris (Vaughan et al.,

2016).

Beet Root
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Figure 1.7 : Les effets de la supplémentation de la betterave sur le métabolisme des
myocytes. Figure prise de (Vaughan et al., 2016)

1.5.6 BETALAINE ET SES PROPRIETES ANTIOXYDANTS

La couleur de la betterave provient de ses pigments violets et jaunes, bétacyanine et

bétaxanthine respectivement connus sous le nom de bétalaines. Ces composés auraient des

capacités antioxydantes (Josefa et al., 1988). Fait intéressant, plusieurs études récentes ont

examiné les propriétés antiradicalaires de certains constituants de jus de betterave, dont les

bétanines, une sous-classe de la bétalaine. L'équipe de Kanner et coll ont signalé que la

peroxydation du linoléate par le cytochrome C est inhibée par la bétanine des betteraves

rouges. Il a été aussi suggéré que la consommation réguliére de betteraves fourni une

protection contre certains facteurs de troubles lié au stress oxydatif chez I’'homme (Kanner

et al., 2011) et pourrait améliorer la récupération en réponse a |'exercice.
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CHAPITRE 11

METHODOLOGIE

Le but ce projet de maitrise est de déterminer les effets de la diéte occidentale sur
la dégradation des fonctions musculaires squelettiques et les effets préventifs d’une
supplémentation en betterave chez de jeunes rats Wistar. Plus précisément, nous voulons
mieux comprendre les effets d’un régime obésogene sur la modulation de la force des
muscles squelettique, a contraction rapide et a contraction lente. Pour ce faire, nous avons
utilisé des modéles animaux (rats Wistar males) et les exposés a différents types de diétes
pendant 8 semaines. Les animaux ont été soumis a une diéte conventionnelle contenant
2,89 kcal/g (Charles River Rodent), une diéte occidentale contenant 4,7 kcal/g (Basée sur
research diets D12079B), dont 40% des calories sont dérivées des lipides, 43% des glucides
et 17% de protéines. Nous avons également évalué si la supplémentation en betterave
prévient I'altération des fonctions musculaires dans le muscle squelettique. Cette lignée de
rats a été choisie parce qu’elle a été créée par croisements consanguins et qu’elle est trés
utilisée pour étudier les effets de 'obésité induite par une diéte obésogéne. En raison de sa
faible tendance a développer une résistance a I'obésité, comparativement a d’autres lignées
(Reuter, 2007). Nous avons évalué les fonctions contractiles de L’EDL et du SOL (patte
droite) alors que les muscles de la patte gauche serviront a d’autres analyses histologiques

ou biochimiques.

2.1. ANIMAUX, DIETES ET PROCEDURES

Les rats Wistar (Charles River, Montréal, CA) dgés de 28-30 jours dont le poids variera entre
125-145g ont été utilisés tout au long de I'étude avec I'approbation du CIPA de 'UQAM
(numéro d’acceptation : 0217-910-0218). Les animaux ont été divisés en trois groupes
soumis a des diétes différentes (N=8/groupe): diéte occidentale .(W ; 43% sucre, 40 lipide,

17% protéines; Research Diets # D12079B, Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, USA, voir
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I'annexe 1), W supplémentée avec 6% p/p ( de poudre de betterave organique (B ; Inuflora,
Acton Vale, CA, voie I'annexe II) ou diéte conventionnelle (C, Charles River Rodent Diet #
5075, Cargil Animal Nutrition, MN, USA, voir I'annexe lil). Les animaux ont été nourris ad

libitum pendant 8 semaines avant que nous effectuions les sacrifices.

Les rats ont été hébergés dans des cages individuelles a température ambiante (22-25°C) a
un taux d’humidité de 50-60%. Chaque jour, les rats ont été soumis a la lumiére pendant
12h (7am/7pm). La prise de poids et la prise alimentaire ont été mesurées tous les deux
jours. Au cours du sacrifice, différents tissus ont été mesurés, pesés et extraits et traités

afin de permettre la réalisation d’analyses subséquentes.

Six semaines aprés avoir été soumis aux différentes dietes, des tests de tolérance au glucose
(OGTT) ont été effectuées sur les rats. Cette procédure impliquait tout d’abord que les
animaux sont habitués pendant 4 jours précédant I'expérience. lls ont été soumis a la
contention et au gavage (aiguille de calibre 18G) afin de minimiser le stress des animaux
pendant les expériences. De plus, une habituation aux prélévements sanguins par la veine
caudale a été réalisée 3 jours a |'avance avec contention et faux prélévement avec la mine
d'un crayon. Le jour ou 'HGPO ont été effectué, les rats ont été mis a jeun pendant 12h et
par la suite, un bolus de dextrose 10% (1 g/kg, 10 ul/g) ont été administré per os a |'aide
d'une seringue a gavage (aiguille 18G). Une créme de lidocaine a été appliquée sur
I'extrémité de la queue 5 a 10 minutes avant la premiére ponction de sang afin de minimiser
la douleur infligée aux animaux. Les prélévements sanguins de 50 UL et des mesures de
glycémie (1 goutte de sang récoltée suite a la ponction de la queue avec une aiguille 31G)
ont été effectués aux temps 0, 15, 30, 60, 90 et 120 minutes aprés le gavage. Les animaux
demeuraient dans leur cage et ont été placé dans tube de contention lors des prélévements
sanguins. L'injection de 1mL de saline physiologique (par voie intrapéritonéale avec une
aiguille 27G) ont été effectuée pour s'assurer du bon niveau d'hydratation des rats a la fin

du test-
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Aprés huit semaines de traitement, les rats ont été sacrifiés. Chaque animal inclus dans ce
protocole a été soumis a un jeline de 4h afin de s’assurer de normaliser leur statut
nutritionnel avant de débuter les procédures expérimentales qui ont été effectuées sous
anesthésie (induction a 4-3% et et maintien 2,5 a 3,5% d’isoflurane). Les muscles EDL et
soléaires de la patte droite ont été prélevés dans le but de les soumettre au test de
contractilité musculaire ex vivo (Aurora Scientific). Les muscles de la patte gauche ont été
servis & la réalisation d’autres analyses histologiques. A la fin de cette procédure, une
exsanguination par voie intracardiaque (+10 mL avec aiguille 22G) a été réalisée. Le sang
prélevé a été traité avec différentes anti-protéases (inhibiteur du DPP-IV, AEBSF/HCI) et
versé dans des tubes contenant de 'EDTA. Le plasma a été finalement centrifugé a 6000
rpm pendant 10 minutes a 4°C pour récupérer le plasma et le conserver en aliquots de 200

UL par tube a -80°C avant que des analyses subséquentes soient réalisées.

Collecte des tissus: Les muscles, dép6ts adipeux blancs (WAT) ont été isolés, pesés et

congelés dans I'azote liquide et/ou traités pour des analyses complémentaires.

2.2. TEST DE CONTRACTILITE

Les appareils de contractilité (1205, Aurora Scientific, On, Canada) ont été ajustés avant
chaque expérience avec les poids de calibration (10, 20 et 50g). La longueur optimale du
muscle (L), permettant le développement maximal de force suite & une contraction
instantanée (twitch), a été déterminée et mesurée avant le début des contractions. Une fois
le muscle ajusté a sa longueur optimale, nous avons mesuré la force tétanique générée par
la muscle lors de diverses fréquences de stimulation (5Hz, 10Hz, 30Hz, 50Hz, 80Hz, 100Hz et
120Hz) a raison de 600 msec chacune. Entre chaque contraction, deux minutes de
récupération seront allouées. Par la suite, le muscle a été soumis a un protocole de fatigue
musculaire consistant a une stimulation de 80 Hz a chaque 2 secondes pendant une période
de 3 min. Pour terminer, un protocole de récupération consistant a une stimulation de 80
Hz aux 90 secondes pendant une période 30 minutes sera réalisé. A chaque expérience, le

poids et 'dge de l'animal, le pH de la solution de Krebs [en mmol/L: 118 NaCl, 4,694 KCl,
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1,196 MgSO,, 0.999 KH,PO,, 2,503 CaCl, @ 2H,0, 24,997 NaHCO; 1,100 CgH4,0¢],
continuellement oxygénée [95% O, et 5% CO,] (Zuo et al., 2011), & 30 °C avec un pH de 7,4.
La température du systéeme de contractilité, le poids sec et la longueur du L, des deux

muscles ont été mesurés et notés.

2.3. PREPARATION DES TISSUS CONGELES POUR COUPE CRYOSTAT

Les muscles EDL et SOL fraichement prélevés ont été monté sur des bouchons de liége
enrobés de gomme de Tragacanthe (10% p/v dans {’eau) avant d’étre plongés dans de
I'isopentane refroidi a I'azote liquide. Les tissus ont été conservés a -80°C afin d’optimiser
leur préservation. Des coupes de 8 um d’épaisseur ont été réalisées a I'aide d’un cryostat
Leica CM1950 ( Leica Biosystems, Wetzler, Germany) et déposées sur des lames en verre de
L-Lysine ( Superfrost, Thermo Fisher Scientific), puis séchées a température ambiante. Les

lames ont été également conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation.

2.4. HISTOLOGIE ET MORPHOLOGIE

Une coloration Hématoxyline et éosine a été effectuée sur les lames histologiques afin de
mettre en évidence les structures histologiques du muscle. Les tissus ont été fixés dans une
solution de a 4% de paraformaldehyde (PFA) avant d’étre colorés. Trois ringages a l'eau
distillée ont été effectués dans le but d’éliminer toute trace de PFA. Les lames ont été
ensuite colorées avec de 'hématoxyline pendant dix minutes et rincées a I'’eau pendant 10
min. Une coloration a I'éosine est réalisée pendant de 30 sec et les tissus sont par la suite
déshydratés ion dans des bain d’éthanol (70%, 95% et 100%) puis rincés 2 fois avec du
xyléne. Le montage des lame-lamelles est fait dans un milieu de montage non aqueux
(Permount, Sigma-Aldrich). Les images ont été capturées a une magnification de 10X a I'aide

d’une caméra Olympus (Tokyo, Japon).

Les coupes ont été également colorées en utilisant un protocole de coloration rouge Picro
Sirius Red pour I"évaluation du taux de collagéne. Aprés I'hydratation des lames dans I'eau,
couvrir la section de tissu et incuber pendant 60 minutes dans la solution Picro-Sirius Red,
les tissus ont été par la suite déshydratés dans des bain d’éthanol absolu (100% ) puis rincés

2 fois avec du xyléne. Le montage de lame-lamelle est fait dans un milieu de montage non
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aqueux (Permont, Sigma-Aldrich). Les lames ont été visualisées par microcopie a lumiére
polarisée ( Zeiss Axion microscope) a 20X alors que I'intensité de la coloration, Le CSA et la

taille des fibres ont été quantifiées a 'aide du logiciel Fiji ImageJ.

2.5. TEST DE MICROSCOPIE A FLUORESENCE

Des coupes musculaires de 8 pm fraichement décongelées ont été fixées avec de la solution
de 4% de paraformaldehyde (PFA; Sigma-Aldrich, P6148) pendant 10 min. Les lames ont été
par la suite lavées trois fois avec du PBS 1X avant d’étre colorés avec une solution de DAPI
(300nM, ThermoFisher, D3571) pendant 5 min. Les lames ont été rincées trois fois avec du
tampon phosphate saline (PBS) et colorées avec une solution de HCS LipidiTOX Green
Neutral Lipid Stain (1 :4000; ThermoFisher, H34475) 30 min. Aprés la coloration, trois
ringages au PBS ont été effectués. Les lames ont été montées avec un milieu de 50% glycérol
et de 50% de 1,4-diazabicyclo [2.2.2] octane (DABCO). Les photos sont prises a I'aide d’un
microscope confocal (Nikon a la plateforme de microscope de la Faculté des Sciences de
'UQAM. La prise d'image a été effectuée a 60X avec un objectif a I'huile (Nikon Corporation,
Tokyo, Japan). Les photos permettront une mise en évidence de l'infiltration lipidique entre

les traitements.

2.6. DYSLIPIDEMIE : ANALYSE DES TRIGLYCERIDES ET CHOLESTEROL TOTAL
CIRCULANT

Les triglycérides ainsi que le cholestérol total ont été analysés avec des trousses
commerciales (Randox, Wako). Le dosage de TG s’effectue sur des microplaques a 96 puits.
2ul de I'eau déinonisée, de stantard (TG 12,5mg/dl ddH20) et de plasma avec 200ul de
réactif (Enzyme réactif Rlb + tamponR1a) ont été prélevé et déposé sur les puits des
microplaques. Aprés une incubation de 5 minutes a 37 °C. L'absorbance a été lue & 500nm.
Pour le dosage de CHOL total, 20 ul de chaque échantillon de plasma, standard (200mg/dL

CHOL) et blanc (I'eau distillée) a été prélevé dans les tubes éprouvettes. Ajouter 2 mL de
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réactif (1,6U/mL CHOL ester hydrolase, 0,31 U/mL CHOL oxidase, 5,2 U/mL Peroxidase, 0,19
mmol/L 4-Aminoantipyrine, 4,4 U/mL Ascorbate oxidase, 0,95 mmol/L DAOS). Incubation &

37 °C pendant 5 minutes, la lecture de I'absorbance est a 600nm.

2.7. CONCENTRATION DE TRIGLYCERIDES DANS LE MUSCLE

Le muscle (100mg) a été homogénéisé dans de I'eau et les lipides seront extraits dans du
CHCl,. lls ont été par la suite séchés et remis en suspension dans 1 mL de CHCl;. Une fraction
de I'extrait lipidique d’origine a été séchée et remise en suspension dans de I'alcool
isopropylique, 1% de Triton X-100 a température ambiante pendant 1h. Les taux de

triglycérides ont été déterminés en utilisant des trousses commerciales (Randox).

2. 8. QUANTIFICATION ET ANALYSES

Les données ont été analysé grace au logiciel Dynamic Muscle Analysis (DMA) software
(Aurora Scientific Inc, On. Canada) permettant de déterminer la force absolue (N) et
spécifique maximale ( N/cm?) générée a chaque fréquence de contraction. La résistance a la

fatigue ainsi que la récupération musculaire seront aussi évaluées.

2.9. STATISTIQUES

Toutes les données ont été présentées comme moyenne + des SEM (Erreur type). Les
différences entre les trois groupes seront examinées avec des analyses de variables
unidirectionnelles (two-way ANOVA) et des tests post hoc ajustés par Bonferroni seront
réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 6.0. Les tests de corrélation sont réalisés avec le
SPSS 20.0 (IBM Corporation, Armonk NY) softwares. Un effet significatif des traitements a

été considéré lorsqu’une valeur de p<0,05 est obtenue.
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CHAPITRE III

RESULTATS

3.1. CROISSANCE, LA PRISE ALIMENTAIRE ET LA MASSE ADIPEUSE DES
ANIMAUX.

L’évolution de la masse corporelle des animaux est présentée a la Figure 3.1. Au début du
régime, les animaux pesaient en moyenne 160 * 10g et les différents groupes ne
présentaient aucune différence significative de masse corporelle. Aucune différence
significative n’a aussi été observée pour la prise de poids tout au long de I’'expérience pour
les trois différentes diétes, pendant 8 semaines. A la fin des 8 semaines, les rats du groupe
occidental (W) et betterave (B) pesaient respectivement 534 + 43g et 550 * 33g, contre
525 + 53g pour les rats témoins (C). Les rats du groupe W et B ont gagné respectivement
389 £ 47g et 388 + 43g, contre 346 * 56g pour les rats C, toute fais ce que le gain n’était

pas significatif. Lorsque comparé au groupe témoin.
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Figure 3.1. Evolution de la prise de poids des groupes témoin, betterave et occidentale.
Moyennes exprimées en gramme. Les écart-types n’ont pas été présentés dans un souci de
lisibilité. Certains de ces écarts-types sont repostés dans le texte.
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La consommation calorique des animaux nourris avec des régimes hypercaloriques
est plus importante que celle des animaux nourris avec la diéte C (Figure 3.2). La
consommation calorique moyenne durant les 8 semaines de régimes des animaux des
groupes C, B et W est respectivement de 8615 kcal/jour, 1166 kcal/jour, et 11748 kcal/jour,
ce qui représente environ 35 % et 37% d’énergie supplémentaire ingérée chaque jour pour

les groupes B et W par rapport aux animaux du groupe C.

180~

0 T T T e B W
0 10 20 30 40 50 60

-
(=]

Consomation calorique par rat (kcal/j)

Durée du régime (jour)

Figure 3.2. Evolution de la consommation calorique des groupes témoin, betterave et
occidentale. Moyennes exprimées en kcal/j £ SEM**** p<0,0001 : 6% Betterave vs.
Témoin, **** p<0,0001 et p<0,0001 : Occidentale vs. Témoin.
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Apres les 8 semaines, le pourcentage des différents tissus adipeux blancs prélevés est
significativement plus élevé chez les animaux des groupes B et W par rapport a ceux du
groupe C (Figure 3.3). La quantité de tissu adipeux épididymal a augmentée de 76% chez les
animaux nourris avec la diéte B et de 147% chez ceux nourris avec la diéte W par rapport
aux animaux C. Les autres tissus adipeux présentent une augmentation moins importante
que le tissu adipeux épididymal, mais ils restent élevés chez les animaux nourris avec des
régimes hypercaloriques. Le rapport de poids des tissus adipeux blancs sur le poids de
I'animal est significativement plus faible dans le groupe C comparé au groupe W (5,0£1,7%
vs. 8,613,1%). Cette différence n’est pas observée entre les groupes C et B (7,5%1,3%).
Enfin, le poids des tissus adipeux sous-cutanés et inguinaux n’est pas significativement

différent entre les trois groupes.
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Figure 3.3.Pourcentage des tissus adipeux en fin de régime en fonction du poids de
I’'animal. Pourcentage des tissus adipeux blanc rapporté au poids de I'animal des groupes
témoin, betterave et occidentale en fin de régime. Moyennes exprimées en g *
SEM*p<0,05 vs. Témoin. N=8 pour tous les groupes.
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3.2. EFFETS DE LA DIETE SUR LE METABOLISME LIPIDIQUE ET LA
RESISTANCE A L’INSULINE

3.2.1 CHOLESTEROL ET TRIGLYCERIDES PLASMATIQUES.

Les concentrations plasmatiques en cholestérol total (HDL + LDL) et en triglycérides sont
présentées a la figure 3.4. A la fin de I'expérience, les concentrations en cholestérol pour les
groupes C, B et W sont respectivement de 33,61+5,26 mg/dL, 36,36+9,03 mg/dL et
41,9949,93mg/dL. Il n'y a donc pas de différences significatives entre les groupes. La
concentration en triglycérides plasmatiques varie de facon significative a la fin de la diéte
entre le groupe W et le groupe C, qui est en moyenne de 246,94+109,21 mg/dL vs 113,84 +
63,73mg/dL, et cette différence n’est pas observée chez le groupe B (204,39+105,89mg/dL).
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Figure 3.4. Dosage de la cholestérolémie et de la triglycéridémie. Concentration en
cholestérol (A) et en triglycéride (B) chez les animaux nourris avec un régime témoin,
betterave ou occidentale a la fin du régime, aprés 8 semaines de régime. Moyennes
exprimées en mg/dL £ SEM*p<0,05 **p<0,01 : vs. Témoin. N=8 pour tous les groupes.
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3.2.2 TRIGLYCERIDES ET LES LIPIDES NEUTRES DANS LE MUSCLE
SQUELETTIQUE

Le dosage des triglycérides dans les muscles squelettiques ne permet pas de mettre en
évidence une différence significative de ceux-ci chez les muscles EDL et SOL pour les

différents groupes (figure 3.5).
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Figure 3.5. Quantification de l'infiltration lipidique dans le muscle des EDL et SOL (A)
Photo de la fluorescence des GLs (LipidTox en vert) et des noyaux (Dapi en rouge ou bleu)
dans les muscles EDL et SOL. (B) & (C) Concentration en triglycérides dans les muscles
squelettiques chez les animaux nourris avec un régime témoin, betterave ou occidentale.
Moyennes exprimées en mg/g de tissu = SEM. EDL : n=8 pour tous les groupes, SOL : n=7
pour C et W et n=8 pour B.
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3.2.3 TEST DE TOLERANCE AU GLUCOSE.

La glycémie a jeun des animaux des groupes C, B et W ne varie pas entre eux du
début et jusqu’a la fin du test d’OGTT. A jeun, elle est en moyenne de 100,4 + 4,5 mg/dL,
107,143,3 mg/dL et 106,2 + 4,6 mg/dL. La glycémie postprandiale aprés 2h pour le groupe C,
B et W est respectivement de 107,3 + 2,9 mg/dL, 110,7 + 2,5 mg/dL et 113,2+4,6 mg/dL.
Une tendance a 'augmentation de I'insulinémie postprandiale aprés 15 minutes de gavage

est observée entre les groupes W vs C.
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Figure 3.6. Evolution de la glycémie pour le test de tolérance au glucose (OGTT). Glycémie
sanguine des animaux nourris avec un régime témoin, betterave ou occidentale aprés 6
semaines de régime. Moyennes exprimées en mg/dL £ SEM, n=8 pour tous les groupes.
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3.3. LES PROPRIETES CONTRACTILES DU MUSCLE SQUELETTIQUE.

3.3.1 FORCE FREQUENCE ABSOLUE.

La Figure 3.7 démontre la force absolue, exprimée en gramme de force, obtenue

lors des tests de contractilité musculaire. Au niveau du muscle EDL (majoritairement

glycolytique), la force maximale absolue fut atteinte lors de la contraction de 120 Hz (C:

340,44 £ 12,06 g, B: 322,32 £ 12,89 g, , W: 316,29 + 14,87 g). Pour le muscle principalement

oxydatif SOL, la force maximale absolue fut atteinte lors de la contraction de 120 Hz (C:

214,95 +9,73 g, B: 203,86 + 14,35 g, W: 185,22 + 19,96 g). Bien que non significatif (p>0,05),

il semble cependant y avoir une tendance suggérant que les animaux du groupe Occidentale

pourraient générer sensiblement moins de force au niveau du muscle SOL.
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Figure 3.7: Force absolue générée aux différentes fréquences tétaniques. Données
présentées en moyennes + SEM; EDL (C=6; B=7; W=5), SOL (C: n=8 ; B: n=7;W : n=7). (A)
Force absolue du muscle EDL (B) Force absolue du muscle SOL. Aucune différence
significative n’est observée au niveau de la force absolue pour le muscle EDL et SOL.
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3.3.2 FORCE-FREQUENCE SPECIFIQUE

La Figure 3.8 mettent respectivement en relation la force spécifique, en N/cm?
générée par les muscles EDL et SOL pour les fréquences de contractions allant de 5 Hz 4 120
Hz. Cette force spécifique est normalisée pour chaque animal en fonction de la longueur
optimale et du poids de leurs muscles. Dans le muscle EDL (A), la force maximale spécifique
fut atteinte lors de la contraction de 120 Hz (C: 57,78 £ 1,68 g, B: 53,02 + 2,78g, , W: 54,15 +
4,08 g). Les forces sont non significative entre les groupes (p>0,05). Au niveau du muscle
SOL (B), la force spécifique maximale générée lors d’'une contraction de 120 Hz est réduite
significativement de 25,2% pour le groupe Western et de 18,8% pour le groupe 6%
Betterave par rapport au groupe Témoin (W : 23,90 + 2,09 N/cm?, B : 25,95 + 1,43 N/cm? C:
31,95 + 1,46 N/cm?. Aux basses fréquences de entre 50 Hz et 100Hz, les animaux du groupe
Occidentale et 6% Betterave générent une force maximale absolue (p<0,05)

comparativement a ceux du groupe Témoin.
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Figure 3.8 : Force-fréquence spécifique du muscle EDL et SOL. Données présentées en
moyennes + SEM; EDL (C=6; B=7; W=5), SOL (C: n=8 ; B: n=7;W : n=7). ; *=p<0,05. (A)
Force spécifique du muscle EDL (B) Force spécifique du muscle SOL. La force spécifique
générée par les animaux du groupe Témoin est significativement supérieure a celle des
animaux du groupe Occidentale et 6% Betterave.
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3.3.3 FATIGUE MUSCULAIRE

L'effet du temps durant le protocole de fatigue illustré a la figure 3.9 indique que pour le
muscle EDL (A), aucune différence observée pour les trois groupes. Pour le test de fatigue
du SOL, la résistance aux contractions répétées était diminuée de 7 % a 80 secondes de la
force maximale initiale (C: 55,3 +7,2% vs. B & W: 48,28 +3,9% et 47,2 +6,2%). Les
animaux du groupe Occidentale et 6% betterave se fatiguent plus rapidement a partir de la
50° secondes du protocole de fatigue, générant a ce moment un pourcentage plus faible de
leur force pré-fatigue comparativement a ceux du groupe Témoin (C: 75,7 = 7,3 % vs. B&W

66,1 +5,1% et 65,5 £6,7%). Mais ces résultats étaient non-significatifs (p>0,05).
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Figure 3.9: Courbes de fatigue du muscle EDL et SOL. Données présentées en moyennes +
SEM; EDL (C=6; B=7; W=5), SOL (C: n=8 ; B: n=7;W : n=7).;*=p<0,05. (A) Courbes de
fatigue du muscle EDL (B) Courbes de fatigue du muscle SOL.
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3.3.4 RECUPERATION MUSCULAIRE

La figure 3.10 présente le pourcentage de récupération de la force initiale maximale,
déterminé par le ratio entre la force maximale récupérée et celle obtenue lors de la
premiére contraction du protocole de fatigue. Aucune différence en terme de pourcentage
de récupération n’a été détectée entre les deux groupes pour le muscle EDL (C: 24,3 £
3,7% vs. B & W : 26,0 +4,8% et 26,6 +2,3%) ni pour le SOL (C:55,1 +10,9 % vs. B&W 47,4
+ 16,0% et 49,5 + 15,0%). Les courbes de récupération présentent I'évolution au cours du
temps du pourcentage de récupération, en fonction de la force maximale initiale. Pour le
muscle EDL, les animaux des trois groupes ont récupéré au méme rythme, en termes de %
de force initiale, que les animaux du groupe Témoin. Pour ce qui est du muscle SOL, les
muscles du groupe 6% betterave et Occidentale se sont dégénérés a partir de la vingt et
uniéme minute, créant ainsi une diminution de la force, tandis que la force générée par les

muscles du groupe standard continue a se récupérer.
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Figure 3.10: Courbes de récupération du muscle EDL et SOL.
Données présentées en moyennes * SEM; EDL (C=6; B=7; W=5), SOL (C: n=8 ; B: n=7;W:
n=7). (A) Courbes de récupération du muscle EDL (B) Courbes de récupération du muscle
SOL.
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3.3.5 LONGUEUR, POIDS ET DENSITE MUSCULAIRE.

Aucune différence observée dans la longueur, le poids et la densité du muscle EDL. Du
co6té de SOL, Le groupe 6% de Betterave a une densité significativement plus élevée par
rapport au groupe Témoin ( C: 0,073 + 0,009 g/cm B: 0,0082 * 0,006 g/cm), cette
différence n’a pas été observé dans le groupe Occidentale (W :0,0083 * 0,016g/cm).
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Figure 3.11: Longueur, Poids et Densité des muscles EDL et SOL
Données présentées en moyennes * SEM; *=p<0,05 EDL (C=7; B=8; W=7), SOL (C: n=7; B:
n=8;W : n=7).
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Tableau 3.1 : Tableau récapitulatif de la longueur, poids, densité et le pourcentage de

muscle par rapport au poids total des muscles EDL et SOL.

EDL SOL
C B w C B W
Longueur 3,873 3,777 3,828 3,173 3,024 3,25
(cm) +0,154 10,196 10,152 10,256 10,257 10,221
Poids (g) 0,2369 0,2338 0,2195 0,2325 0,248 0,2321
10,184 *0,005 +0,019 +0,034 0,62 . 16,021
Densité 0,0611 0,0636 0,0664 0,0733 0,0822* 0,0833
(g/cm) +0,004 +0,004 10,005 10,009 10,006 10,016
Tissu/ 0,046 0,044 0,041 0,046 0,045 0,042
, Poids 0,003 10,004 10,005 10,004 40,003 10,004
“total{%) = e - s e
Données présentées en moyennes + SEM; *=p<0,05 EDL (C=7; B=8; W=7), SOL (C: n=7 ; B:
n=8;W : n=7).
3.6 TESTS DE CORRELATION

Tableau 3.2 : Tests de corrélation entre le gain de poids, la quantité de nourriture

consommeée, le poids des tissus adipeux inguinale et la force spécifique du muscle SOL.

Poids ASC nourriture  TAB totale ASC force
gagnée consommeée spécifique
du SOL
" Poids gagné : 53 0,694 ** 0,475* -0,425
COT MR 0,694%* 1 0,516** 0,64%*
consommée
TAB totale 0,558* 0,741** 1 -0,443*
ASC force spécifique i 2
du SOL -0,425 0,640 0,0443 1

Le poids gagné a une corrélation positive pour I'aire sous la courbe de la nourriture
consommée (0,684) et du poids de tissu adipeux total (0,475). L'aire sous la courbe (ASC) de
la nourriture consommeée en corrélation positive avec le poids de tissus adipeux total (0,516)
et I'aire sous la courbe de la force spécifique (0,64). Le poids de tissus adipeux total (TAB) a
un corrélation positive avec le poids gagné a la fin du régime (0,558), |’aire sous la courbe de
la nourriture consommée (0,741), ainsi qu’une corrélation négative avec l'aire sous la
courbe de la force spécifique. * La corrélation est significative au niveau 0,05 (bilatéral). **
La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).
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Dans la Figure 3.12, on remarque plus I'animal gagne de poids en tissus adipeux blanc (TAB),
moins importante sera sa force spécifique dans le muscle SOL. Le groupe Occidentale a un
poids plus élevé en TAB et une aire sous la courbe de la force spécifique plus faible, tandis
que le groupe Témoin a le scénario contraire. Le groupe 6% Betterave se situe entre les
deux groupes en termes de dépot de TAB et de la force spécifique du muscle SOL générée.
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Figure 3.12. Test de correlation entre le poids total des tissus adipeux blancs et I'aire sous
la courbe de la force spécifique du muscle SOL. N=8 pour tous les groupes, le taux de
correlation est de -0,443.

3.3.7 PHOTO DE SIRIUS RED ET D’'H&E DU MUSCLE SOL.

(A) La coloration au Pico-Sirius Red et d’"H&E a montré une plus petite accumulation de
myofibres et de collagéne chez les rats de groupe 6% Betterave et Occidentale. Les
différences étaient moins marquées chez les rats qui ne développaient pas de faiblesse
musculaire (Témoin) au moment du prélévement musculaire. Barre d’échelle 100um pour
H&E, 200pm pour le Sirius Red. (B) Distribution de la taille des fibres aprés 8 semaines de
régime. La taille de la myofibre a été réduite dans les groupes 6% Betterave et Occidentale
par rapport au groupe Témoin. (C) La section transversale du muscle SOL, aucune différence
observée entre les 3 groupes. (D) Mesure du dépot de collagéne de type | et Ill aprés 8
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semaines de régimes, il n'y a pas de différence significative entre les trois groupes. Les
fleches représentent des groupes d’infiltration de macrophage (inflammation périmysium).
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Figure 3.13. (A) La coloration au Pico-Sirius Red et d’H&E du muscle SOL pour les trois
régimes (B) Distribution de la taille des fibres aprés 8 semaines de régime. N=3 (100 fibres
encerclés par section de muscle) (C) La section transversale du muscle SOL. N=5 (D) Mesure
du dépot de collagene aprés 8 semaines de régime dans le muscle SOL. N=3.



Tableau 3.3. Tableau récapitulatif des tests exécutés.
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TGs ectopiques Cholestérol Triglycéride ASC
(mg/g d’organe) plasmatique plasmatique collagéne
Moy Moy
EDL SOL SOL
(mg/dt) | P | (mgray | P
CVSB 54'45n/551'47 72'414568'19 33,62/36,60 | ns | 113,8/204,4 ns 4830n/s4278
CVSW 54’45n/ :1'43 73’4:5/ = 33,62/41,99 | ns | 113,8/246,9 | <0,05 48304:'005

Ns : non-significatif avec p>0,1. ASC, aire sous la courbe. L’histologie des EDL n’ont pas pu

été analysé a cause qu’il présente des freezing artifact importants.
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CHAPITRE IV

DISCUSSION

La présente étude a porté sur les effets de I'insulino-résistance induite par I'obésité
sur les muscles EDL et SOL. Nos hypotheéses proposent que la betterave pourrait augmenter
I'activité de la protéine kinase activée par I'AMPK (Voie non insulino-dépendante), diminué
I'apport alimentaire et augmenté la thermogenése. Ces effets de la betterave sur
Vinfiltration lipidique ont été vérifiés par le marquage des lipides intramyocellulaires
(CLIM), et par le dosage des triglycérides TGs ectopiques pour examiner la résistance a

I'insuline périphérique.

4.1. EFFETS DES REGIMES OCCIDENTAUX SUR LA STRUCTURE ET LES
PROPRIETES CONTRACTILES DU MUSCLE SQUELETTIQUE.

Dans cette étude, nous avons étudié les effets d’'une diete obésogéne a moyen
terme (8 semaines) sur les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles du muscle
dominant a contraction rapide (EDL) et a contraction lente (SOL). Les principales
constatations sont les suivantes : (1) La diéte occidentale pendant 8 semaines altére la force
contractile musculaire dans le muscle dominant a contraction lente (SOL) indépendamment
de la perte de poids musculaire; (2) Cette diminution de la force de contraction était
associées a des changements dans la composition des fibres musculaires et I'accumulation
de lipide intramyocellulaire (LIMC); (3) Aucun changement morphologique et fonctionnelle a
été observé dans les muscles dominant a contraction rapide (EDL). Il n’a été rapporté
aucune diminution de la force contractile musculaire dans les muscles a contraction rapide
chez un modele de souris adulte obése nourris a court terme avec une HFD, ce qui concorde
avec les résultats obtenus (Shortreedet et al., 2009; Thomas et al,, 2014). De maniére
constante, nous avons constaté qu’une diéte occidentale a moyen terme (8 semaines) altére

de maniére significative la force contractile des muscles SOL (Figure 3.8) comparé au groupe
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C. Cependant, nous avons démontré pour la premiére fois que la force contractile tétanique
des muscles dominants a contraction rapide n’est pas affectée aprés une diéte occidentale &
moyenne terme (8 semaines) chez des jeunes rats Wistar. Le poids musculaire augmente
généralement avec le gain de poids corporel; cependant, nous avons observé des masses
musculaires et des sections transversales similaires des fibres musculaires du SOL pour les
trois groupes de diétes. Le poids musculaire soutenu aprés une diete occidentale de 8
semaines suggére que la contraction musculaire contractile n’est pas due a une perte de

volume musculaire, mais a une force contractile musculaire altérée.

Il a bien été élucidé dans la littérature que I'obésité entraine une diminution de
force musculaire liée a la perte de la masse musculaire chez 'lhumain (Park et al., 2009;
Zhou et al., 2007; Lee et al., 2011). Cependant, la force du muscle squelettique par rapport a
la masse corporelle est diminuée chez les obéses, et des preuves récentes suggérent que la
capacité intrinséque du muscle squelettique a produire de la force est également diminuée
lors de surpoids. Chez les personnes obéses, le pourcentage de myosines de type ilb (25,1
vs. 14,4%) était significativement plus élevé. En plus, la proportion de fibres de chaine
lourde de myosine de type | diminue. L'inactivité physique (Baldwin et al., 2001) causé par
une surcharge de poids corporel réduit I'expression du complexe majeur histocompatibilité
(CHM) de type | et augmente I'expression du CMH de type lIx. Bien que la force contractile
maximale dépende largement des fibres a contraction rapide plutét que des fibres a
contraction lente (Bottinelliet 1994), un modéle obése de rongeur induit par régime
alimentaire riche en graisse n’a pas démontré une force musculaire réduite des muscles
dominants a contraction rapide. Par exemple, les souris adultes nourries avec un HFD
pendant 3 semaines (Thomas et al., 2014) ou 8 semaines (Shortreed et al., 2009) n’ont pas
eu d’altération significative de la force contractile des muscles dominants a contraction
rapide. Une autre étude a également montré que 5 semaines sur un HFD réduisaient la
force contractile tétanique seulement dans les muscles dominants a contraction lente, mais
pas dans les muscles dominants a contraction rapide (Ciapaite et al., 2015). Par conséquent,
étre sur un HFD pendant plusieurs semaines ne modifie pas significativement la

contractilité musculaire des muscles a contraction rapide. Cependant, les effets de
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'administration d’une HFD pendant plus de 8 semaines sur la contraction musculaire des
muscles dominants a contraction rapide n’ont pas encore été élucidés. Les résultats obtenus
sur la physiologie musculaire ne nous permettent pas d’élucider ie mécanisme sur la perte
de force musculaire du SOL pour le groupe W puisqu’on n’a observé aucune différence sur
le % de collagéne, I'aire moyenne des fibres ainsi que la grosseur des fibres. L’atrophie dans
les muscles squelettiques musculaire de rat s’accompagne de changements fibrotiques dus
aux collagénes mésenchymateux de types | et Il (Vesa et al., 2018). L’épaisseur moyenne du
périmysium dans les sections transversales du muscle SOL n’était pas différente de celle du
muscle témoin. La coloration rouge Sirius red des sections musculaires révéle I'étendue du
dépét de collagéne. Le pourcentage de fibrose représenté (figure 3.13D) par le teneur en

collagéne tel que mesuré par coloration rouge Sirius Red dans les coupes musculaires.

La mise en place de I'obésité chez les animaux sensibles semble passer par une
diminution de la capacité du muscle a oxyder les lipides. Nos résultats présentés a la Figure
3.5A, la taille des CLIM semble plus grosse dans groupe W par rapport au groupe C pour le
SOL. Des expérimentations proches menées chez des rats adultes ont permis de montrer
une bonne corrélation entre la prise de poids quotidienne moyenne durant les 5 premiers
jours de régime et I'accumulation de tissus adipeux au terme de 6 semaines de régime chez
les rats Sprague-DawIey (Leibowitz, 2007). Une fois encore, les animaux atteints de I'obésité
présentent une insulinémie, une glycémie et une triglycéridémie plus importante que les
animaux résistants a I'obésité. Enfin, une diminution du transport des lipides et de leur
oxydation dans le muscle squelettique est également mise en évidence chez les animaux
sensible a l'obésité (Dourmashikin, 2006). En revanche, des études antérieures ont
démontré que la résistance a l'insuline est étroitement associées a I'accumulation de CLIM
(Kekehiet et al., 2016) et la force musculaire diminuée chez les adultes non diabétique (
Barzilay et al., 2009). Il a également été rapporté qu’une plus grande accumulation de CLIM
est étroitement associée a une altération de force musculaire chez les adultes dgnés obéses
(Choi et al., 2016). A la figure 3.12, on a obtenu une forte corrélation négative entre le taux
de tissu adipeux blanc et la force spécifique du SOL, mais pas dans le EDL. L'obésité est

associés a une augmentation du turnover et de I'oxydation des acides gras dans les tissus
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adipeux qui pourraient, selon le cycle de Randle, inhiber I'activité de la PDH et donc
I'oxydation du glucose (Abdul-Ghani, 2010). En revanche, chez les sujets obéses, la quantité
de TNF-a circulant est considérablement augmentée, ce qui est le résultat d'une
augmentation de son expression dans les tissus adipeux et les macrophages infiltrés
(Suganami et al., 2009). Dans les myotubes cultivés, le TNF-a supprime les activités de
I’AMP-actived protein kinase (AMPK), réduit |'oxydation des acides gras et augmente
I'accumulation des lipides (Tse et al., 2017). Dans la présente étude, la progression de la
diminution de la force contractile musculaire apres 8 semaines de diéte occidentale était
accompagnée de I'accumulation de CLIM d’aprés les photos de LipidTox sur le SOL (Figure
3.5 A). Cependant, les mécanismes par lesquels les CLIM et la résistance a l'insuline
conduisent a une diminution de la force contractile musculaire sont inconnus, et d’autres

études sont donc nécessaires pour clarifier cette question de recherche.

4.2, EFFETS DE LA SUPPLEMENTATION A LA BETTERAVE SUR LA
STRUCTURE ET LES PROPRIETES CONTRACTILES DU MUSCLE
SQUELETTIQUE.

Bien que I'obésité et le diabéte soient devenus deux des troubles métaboliques les
plus courants dans le monde, les mécanismes moléculaires sous-jacents dans le muscle
squelettique n‘ont pas été élucidés. Le régime riche en graisses utilisé dans la présente
étude induit avec succés un modéle qui semblent étroitement liée a un désordre
métabolique, caractérisé par une dyslipidémie (Alberti et al., 2014), augmentation du taux
tissu adipeux (Miranda et al., 2005) et une altération dans la fonction musculaire (Bollinger
2017). Les rats obéses utilisés dans cette étude avaient une augmentation de la graisse
abdominale (graisse épididymaire) et des taux élevés de triglycérides plasmatique. Les
résultats physiologiques et biologiques du groupe B se situent entre le groupe C et le groupe
W. Ceci suggére que la betterave a réussi a renverser partiellement les effets néfastes de la

diete W sur la santé (dyslipidémie, pourcentage de tissus adipeux, quantité de CLIM dans le
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SOL) Nos données, illustrent également une diminution de noyaux par fibre musculaire,
mais en absence des noyaux centraux dans les muscles squelettiques du groupe W et B par
rapport au groupe C. Sur les photos d’H&E, les groupes C pour le SOL semblent avoir une
quantité plus dense de cellule satellite (noyaux) par rapport au groupe W et groupe B. La
localisation normale des myonuclei a été trouvée pour les sujets du groupe C (figure 3.13 A)
du muscle SOL. Mais pour les groupes B et W, des cellules inflammatoires périmysiales
(indiquées par les fléeches) entourent des vaisseaux sanguins. Ces résultats indiquent que, en
général, les myofibres spastiques ne présentent pas ce signe infarctus musculaire, mais
seulement dans les muscles en régénération et en I'atrophie périfasciculaire (Yokozaea et
al., 2006). D’autres études sur I'expression des marqueurs de facteurs inflammatoires

pourront confirmer cela.

Nous avons sélectionné la diete enrichie a 6 % de betterave pour conduire
I'expérience principale. Le 6% de supplémentation de betterave est basée a partir de la
littérature, Carlstrom et coll. (2010) ont montré gu’une alimentation enrichie en nitrate
pouvant induire une concentration plasmatique en nitrate de 50 pM et permettait de
maintenir 'homéostasie métabolique dans un modele murin développant le syndrome
métabolique. La concentration 6% (400 mg de poudre de betterave/kg de diéte Western)
permet donc largement d’atteindre cette concentration plasmatique (102 uM) et devrait
donc aussi permettre de contrecarrer des désordres métaboliques induits par la diéte
occidentale. Nous n’avons pas observé de changement significatif dans la contractilité et
dans la physiologie musculaire du groupe B par rapport au groupe W. Il n'y a pas encore des
études in vivo faites sur les effets la supplémentation de la betterave sur les fonctions
musculaires squelettiques. Des études récentes faites in vitro, ont précédemment trouvé
gue le traitement des myotubes primaires avec du nitrate de sodium diminuait la
consommation d'oxygéne (Larsen et al,, 2011). Cette constatation est significative car elle
suggére que, malgré certaines adaptations métaboliques potentiellement favorables
induites par les aliments contenant des nitrates, la consommation de nitrate alimentaire
peut s'avérer contreproductive pour ceux qui en ont besoin, comme ceux qui sont atteints

de maladies métaboliques existantes telles que I'obésité. Des expériences antérieures in
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vitro avec des précurseurs alimentaires de NO démontrent que le NO augmente ['activation
de I'AMPK, conduisant a une expression accrue de PGC-la et potentiellement
mitochondriale (Lira et al., 2010). Sur une note connexe, Mo et al (2012) ont précédemment
démontré que le traitement du muscle lisse aortique du rat les cellules avec 50 uM de
nitrate médient la biogenése mitochondriale via [I'activation de PGC-la par la
phosphorylation de 'AMPK. Les divergences entre nos observations et celles faites par Mo
et ses collégues (2012) peuvent étre la résultante de différents modéles expérimentaux ou
des différences dans le type / la source de nitrate. Une explication possible de cette
différence peut étre liée a la bioactivation des nitrates et a la biodisponibilité subséquente
(considérée biologiquement inerte). Etant donné que notre approche expérimentale
nécessite plusieurs processus de voie métabolique par les bactéries commensales (microbes
qui expriment les nitrates réductases catalysant la conversation de I'anion nitrate en nitrite),
il est possible qu'il existe un mécanisme alternatif qui favorise la conversion nitrate-nitrite
de I'extrait de betterave. Jansson et coll (2008) ont rapporté que les tissus de mammiféres
in vitro (gastro-intestinaux, hépatiques, rénaux, cardiaques et pulmonaires) ont des activités
de nitrate réductase, notamment chez les rongeurs. Une autre limite de notre approche
expérimentale est que le poudre de betterave utilisé dans notre étude était un mélange de
nombreux autres des produits chimiques ou des propriétés alimentaires (en plus des
nitrates), qui peuvent avoir contribué a nos découvertes. Malgré cette limitation, nos
observations documentent que le poudre de betterave supplémenté dans la diéte
occidentale renverse partiellement les désordres métaboliques causés par I'obésité, mais ne

permet pas de moduler positivement les fonctions contractiles musculaires.

4.3. EFFETS DU REGIME SUR LA CROISSANCE, LA PRISE ALIMENTAIRE ET
LA MASSE ADIPEUSE DES ANIMAUX

Un des objectifs de ce travail fut d’étudier le mécanisme sous-jacent pour

I'association entre I'obésité et la modulation de la force de contractilité en réponse a une
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diéte de type occidentale. Tout d’abord, il fallait déterminer si une diete riche en gras et en
lipides apporte bien une augmentation d’incidence et de développement de I'obésité. Une
dyslipidémie et de la résistance a l'insuline chez ce modéle de jeunes rats. Les résultats
démontrent que les rats du groupe W et B étaient 12% plus lourds et avaient une masse
graisseuse abdominale (épididymaire) plus élevée de 147% et 76% que leurs homologues
Témoins (C) et étaient dyslipidémiques. Nous proposons que la dyslipidémie puisse étre un
mécanisme pour ['activation des voies de signalisation inflammatoires, le muscle
squelettique. Pour cela, on a effectué des tests histologiques (Pico Sirius Red et H&E) pour
examiner la physiologie musculaire sur la taille des fibres, La surface transversale du muscle,

le % de fibrose (Collagéne) et la distribution des noyaux centraux.

Selon la littérature, une diéte High-Fat/High Sucrose (HF/HS) de type régime
occidentale conduit a une augmentation de la masse corporelle : une différence significative
est observée dés le 10° jour de régime chez les souris (Adechian, 2009). Pour notre travail
avec de jeunes rats en croissance, ceci n’est pas le cas puisque la prise de poids est réguliére
tout au long du régime. Le poids des animaux des groupes C et W n’est pas significativement
différent. En plus, la poudre de betterave n’a pas entrainé une réduction du poids. Ceci peut
étre expliquée par la variabilité de la réponse a un régime hypercalorique : tous les animaux
ne présentent pas la méme sensibilité aux régimes. Ceci s’observe également dans la prise
de poids des animaux. Des études ont montré chez le rat adulte comme chez la souris que
I'effet d’un régime hypercalorique sur I'apparition de I'obésité dépendait de la souche de
Panimal (West, 1998). Aussi, il faut prendre en considération I'age de I’animal puisque
I'excés d’énergie consommée chez les modéles pédiatriques contribue en majorité a leur
croissance, elle n’exerce donc pas les mémes effets métaboliques que chez les modeles
adultes (Lipps & Deysher, 1986). En effet, il commence a y avoir un début de séparation de
masse corporelle seulement a la derniére semaine de diéte entre les rats nourris avec un
régime W ou B comparés aux animaux du groupe C. Aprés 8 semaines de régime, le tissus
adipeux épididymaires ainsi que le poids total des tissus adipeux blancs sont plus
développés chez les animaux nourris avec un régime W par rapport aux animaux nourris

avec un régime standard. La prise de poids générale observée est donc associée a une
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augmentation de la masse adipeuse. L’énergie ingérée par les animaux des groupes W et B
est significativement plus importante que chez les animaux du groupe C, ce qui peut

expliquer la survenue d’une obésité rapide.

4.4. EFFETS DU REGIME SUR DIFFERENTS PARAMETRES BIOLOGIQUES
D’INTERETS.

Une étude comparant I'effet d’un régime riche en lipide avec du lard (45%) par
rapport a I'effet d’'un régime occidental chez des rats males adultes a permis de mettre en
évidence une masse corporelle plus importante chez des rats Sprague Dawley adulte nourris
avec le régime occidental. Au bout de 7 semaines, les animaux du groupe occidental
présentaient une hyperinsulinémie, une intolérance au glucose et une insulino-résistance
par rapport aux animaux du groupe riche en lipide. L'infiltration des macrophages dans le
tissu adipeux, qui est caractéristique de I'obésité, est également plus marquée chez les
animaux du groupe occidental par rapport aux animaux nourris le régime Lard (Sampey,
2011). Pourtant, ces résultats n‘ont pas été observés dans notre expérience. La glycémie
tend a augmenter chez les animaux W par rapport au groupe C, mais aucune différence
statistigue n’est mesurable. Les grandes variabilités observées au sein des groupes
pourraient expliquer ces résuitats. Une étude récente rapportée par la littérature démontre
que I'obésité est associée a une augmentation de la quantité de certains tissus adipeux et a
un contenu général en lipides significativement plus important, sans nécessairement avoir
une modification de la glycémie et de I'insulinémie aprés 5 semaines de régime chez les rats
(Adechian, 2009). En plus, le test d’'OGTT fournit des informations sur la tolérance au
glucose, mais pas sur la sensibilité a I'insuline, qui sont deux concepts distincts (Pacini,
2003). Dong, il serait nécessaire de mesurer la quantité de I'insuline plasmatique pour le
test d’OGTT afin de pouvoir discuter davantage sur linsulinorésistance du muscle

squelettique.
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A la fin de I'expérimentation, plusieurs parameétres sanguins ont été mesurés sur les
animaux a jeun. La concentration plasmatique en triglycérides est significativement plus
élevée chez les animaux de groupe W par rapport au groupe C. Cette différence n’est
cependant pas statistiguement présente pour le cholestérol. En fait, pour induire un
hypercholestérolémie, la dieéte HF doit étre enrichi avec minimum 1% de cholestérol pour
pouvoir observer des différences significatives au bout de 10 jours chez les rats adultes
(Yokozawa et al., 2006) . Dans notre diéte occidentale, on a seulement 0,21% de cholestérol
chez des jeunes rats. Les résultats de la dyslipidémie concordent avec la littérature. En cas
d’une obésité systémique, une accumulation excessive de graisses dans les tissus adipeux
conduit a un état d'hypoxie dans les artérielles (avec une PO, réduite), favorise la
production de cytokines inflammatoires, telles que I'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de
nécrose tumorale-alpha (TNF-a). L'inflammation locale est liée a un statut catabolique,
induisant un processus de lipolyse qui consiste a essayer d'éliminer ['accumulation excessive
de graisses dans les tissus adipeux pendant un régime riche en gras. Ce processus précoce

dans les tissus adipeux contribue a I'augmentation des acides gras libres, pour le muscle

squelettique, ceci apporte a une diminution de I'absorption du glucose (Eugene et al., 1961).

Le défaut d’action de linsuline, lors de linsulino-résistance, conduit a une
altération de l'inhibition de la lipolyse sous insuline. Les sujets obéses ont également une
lipolyse accrue. Cela peut se traduire par une augmentation de labondance des acides gras
dans la circulation sanguine, mais aussi par une accumulation de triglycérides ectopiques
dans le foie et le muscle squelettique (Muito & Newgard. 2008). Les analyses réalisées sur
I'EDL et le SOL n"ont cependant pas permis de mettre en évidence une telle accumulation.
Nos résultats suggérent ainsi que la durée du régime n’était pas assez longue pour induire
I'insulino-résistance musculaire ou que les rats en croissance possédent un mécanisme inné

qui permet d'utiliser les lipides intromyocellulaires pour la croissance.
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CHAPITREV

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'obésité et l'insulino-résistance, deux éléments centraux du syndrome métabolique,
touchent chaque année de plus en plus d’individus. Ces conditions sont devenues de
véritables problémes de santé publique. L'existence des modeles animaux non-résistants a
I'obésité permet d'envisager de nombreuses études pour mieux comprendre |'apparition de
ces perturbations métaboliques. Les résultats suggerent que la diminution de la force
musculaire chez les sujets obeéses aprés 8 semaines de diétes obésogénes altére seulement
les muscles dominants a contraction lente (SOL). Cependant, le mécanisme sous-jacent de
I'association entre I'obésité et la diminution de la force musculaire contractile n’a pas été
entierement élucidé, dont la nécessité d’études future afin de trouver la voie métabolique

qui pourra affecter la contractilité musculaire en présence d’obésité.

Ce travail de maitrise a permis de montrer in-vivo 1) les effets synergiques de la betterave
sur les fonctions musculaire squelettique chez un modele de rat Wistar. 2) Aucune tolérance
au glucose et la cholestérolémie n’ont été mise en évidence au cours des 8 semaines de
régime sur le modéle animal d’obésité induite par un régime riche en lipides et sucrose.
Dans ce contexte, il serait intéressant d’un part d’augmenter le nombre d'animaux de
I'étude et d’autre part de reproduire ces expériences sur des rats adultes, afin de savoir si
I'utilisation de ces régimes alimentaires conduit ou non au développement d’une
dysfonction musculo-squelettique plus tardive, en éliminant toutes les variances, dont le

facteur de croissance chez les rats pédiatriques.

Des études visant a améliorer la sensibilité de la méthode de mesure dans le muscle

squelettique ont également été réalisées et les résultats sont les suivants :
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1. Culture cellulaire des myotubes pour établir la dose réponse de la concentration de
betterave biologique, avant d’utiliser les modéles animaux.
2. Combiner 'entrainement physique avec la supplémentation en betterave puisque

I'oxyde de nitrate est bioactive seulement en condition d’anoxie.

Accéder a une meilleure compréhension des causes et des mécanismes biologiques
conduisant a I'obésité est aujourd’hui un des plus grands enjeux de la recherche. Comme
toutes les maladies chroniques, I'obésité devient en effet irréversible lorsqu’eile est
installée : prévenir son développement est donc primordiale si I'on veut enrayer I'épidémie
mondiale. Nous avons démontré que l'obésité et ses conséquences métaboliques sur le
niveau de I'organisme entier induisent un changement au niveau contractile dans le muscle
squelettique dominant a contraction lente (SOL) qui favorise I'atrophie du muscle. Pour les
expériences futures suggérées basées sur les résultats décrits dans cette étude. Il serait
intéressant de mesurer l'apoptose par la méthode TUWEL ou fragmentation d’ADN dans
les SOL. De plus, de mesurer I'insuline plasmatique pour le test d’OGTT. La relation étroite
entre l'obésité, la résistance a l'insuline et la progression vers le diabéte de type I
constituent un grave probléme de santé dans les pays développés comme dans les pays en
développement. Lidentification et la caractérisation des facteurs humoraux et des
mécanismes moléculaires qui pourraient contribuer 3 la perte de la masse musculaire
induite par l'obésité est donc essentielle. Cette connaissance serait inestimable pour
expérimenter les facteurs contribuant au développement d’une nouvelle génération de
thérapies sélectives, tel que la supplémentation a la betterave, qui pourraient améliorer la
résistance a l'inuline induite par !'obésité et minimiser les effets secondaires, tels que

I'atrophie musculaire et la perte de masse musculaire induite par 'apoptose.

La consommation de jus de betterave rouge est d’un intérét actuel pour améliorer la
performance aérobie en agissant comme un vasodilatateur et éventuellement a travers des
altérations du métabolisme et de la physiologie du muscle squelettique. Ce travail a exploré
les effets d’un supplément de betterave disponible dans le commerce sur la physiologie et la

contractilité des muscles de rats Wistar. Les suppléments contenant des nitrates
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deviennent rapidement un sujet d'intérét pour de nombreux athlétes, en particulier les
athletes d'endurance compétitifs. Nos données supportent I'hypothése que la
consommation de betterave (contenant du nitrate) n'a pas pu favoriser un phénotype
métabolique favorable dans les musculaires squelettiques chez le modeéle de rat pédiatrique
et sédentaire, bien que les études futures doivent étre vérifiées expérimentalement in vivo

sur les modeéles d’animaux avec entrainement.
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ANNEXE

I. Composition de la diete Westerne.

Open formula purified diets for lab animals

&~ 5

- wu
OpenSource
w Ml DIETS'

-w

Report p Repeat p Revise

Description Formula
RD Western Diet
Product # D12079B am% kcal%
Used in Research
Obesity Protein 20 17
Diabetes Carbohydrate 50 43
Osteoporosis Fat 21 40
Hypertension Total 100
Atherosclerosis keal/gm 47
Metabolic Syndrome
Ingredient gm keal
Packaging
Product is packed in 12.5 kg box. Casein, 80 Mesh 195 780
Each box is identified with the DL-Methionine 3 12
product name, description, lot
number and expiration date. Corn Starch 50 200
Maltodextrin 10 100 400
Lead Time Sucrose 341 1364
5-7 business days.
Cellulose 50 0
Gamma-Irradiation
Yes. Add 10 days to delivery time. Milk Fat, Anhydrous™ 200 1800
Corn Oil 10 90
Form
Pellet, Powder, Liquid Mineral Mix S10001 35 0
Calcium Carbonate 4 0
Shelf Life
Most diets require storage in a cool Vitamin Mix V10001 10 40
dry environment. Stored correctly Choline Bitartrate Z; 0
they should last 6 months.
Cholesterol, USP* I5 0
Control Diets Ethoxyquin 0.04 0
Custom diets available on request.
Total 1001.54 4686

*Anhydrous milk fat typically contains approximately 0.3% cholesterol.

On this basis, D12079B contains approximately 0.21% cholesterol.
Formulated by E. A. Ulman, Ph.D., Research Diets, Inc., October 12, 1995.
Diet formulated to martch Teklad Western Dier #TD88137, except that 1%
Corn Oil replaces 1% Butter Fat.

RESEARCH Resarantes, .

—N e 20 Jdles Lane
— New Brymewick, NJ 08!
INC.I. Tel: 732.24%,2390

www, ResearchDiets.com Fax: 732.247)2340
infe@researchdiets.co

iPhenomics £

© 2006 Research Diecs, Tnc. All righs reserved. D12079B—6-12



II Composition de la poudre de betterave

Valeur nutritive

Nutrition Facts
pour9g/Per8g

Teneur
Ammaynt

Calories / Calories 35

Lipides / Fat0O g

saturés / Saturated O g
+trans/ Trans O g

Cholestérol / Cholesterol 0 mg

Sodium / Sodium 60 mg

Glucides / Carbohydrate 7 g

Fibres / Fibre 1g
Sucres / Sugars 69

Protéines / Protein 1g

Vitamine A / Vitamin A

433, route 196 IR
Acton Vale, QC, JOM 14D

Lervfe Vologgar
o OOQY

Lartsfand organk by
Qutbec OCQY

Inuli flora

Organic Beetroot Powder

A raw superfood with a sweet, robust and succulent flavour, our
organic beetroot powder is easily integrated into any daily routine
and lends itself to both the sweet and the solty. Add it to your
smoothies, rice, souces, yogurts, vinaigrettes, soups, baked
goods, etc., and toke pleasure in cdding colour and health to your
dishes!

Ingredient : raw organic beets, dehydrated and powdered.

Seal the bag after each use and store in a cool dry place.

Poudre de betterave biologique

Cuisinez en rose avec la poudre de betterave biologique!
Superoliment cru avec un golt sucré, robuste et succulent, notre
poudre de betterave biv s'intégre focilement a !'alimentation
Quotidienne et se préte aussi bien oux receltes solfes que sucrées.
Afouter-la @ vos smoothies, riz, souces, yogourts, vingigrettes,
soupes, pdtisseries, etc., et prenez plaisir a ojouter de la saveur,
de la couleur et de iu sante dans votre assiette !

Ingrédient : bettervaves crues, blologigues, déthydratées et réchstes en
poudre grbce 3 un procédé artisansl.

Fermer le 3ac aprés chague usage &t conservey danv un ondrolt sec et frass.
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III : Composition de la diéte conventionnelle

67

o ' 5075
CHARLES RIVER 18% AUTOCLAVIBLE RODENT CHOW

CHEMICAL
| COMPOSITION*

| NOUTRIENTS**

GENERAL CONSTITUENTS

crude Protein, %

Crude Fat, & '

Crude Fibre, %

Ash, % ) -
Nitrogen Free Extract (by difference), %

.

CHEMICAL CONSTITUENTS
Neutral Detergent Fibre (NDF), %
Acid Detergent Fibre (ADF), %

ENERGY
Total Digestible Nutrients (TDN), %
Grosa Energy (GE), kcal/g

| Physiological Fuel Value***(PFV), kcal/g

AMINO ACIDS
Arginine, "% -
Cysteine, %

. Glycine, %
Histidine, %
Isoleucine, %’
ILeucine, %
Lysine, %
Methidnine, %
Phenylalanine, %’
Tyrosine, %
Threonine, %
Tryptophan, %
Valine, %

MINERALS
Calcium, % 0.97
Phosphorus, % 0.85
Potassium, % 0.67
Magnesium, % 0.17
Sodium, % 0.30
Chloride, % - 0.54
Fluorine (max.), mg/kg 35.00
Iron, mg/kg 170.00
Zinc, mg/kg 70,00
Manganese, mg/kg '87.00
Copper, mg/kg 12.00
Cobalt, mg/kg 0.34
Iodine, mg/kg 0.50
Selenium, mg/kg 0.20
VITAMINS
Menadione (added), mg/kg 8.8
Thiamin, mg/kg 80.0
Riboflavin, mg/kg 7.0
Niacin, mg/kg 98.0
Pantothenic Acid, mg/kg 30.0
Choline, mg/g : 1.6
Folic Acid, mg/kg 8.0
Pyridoxine, mg/kg 9.0
Biotin, mecg/kg 350
" Vitamin B,,, mcg/kg 26
Vitamin A, IU/ 41
Vitamin Dy, IU}; 2.2
Vvitamin E, IU/kg 90
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