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INTRODUCTION



La mesure de la consommation maximale d’oxygéne (VO,may) €t le critére le plus
unanimement admis pour évaluer I’aptitude aérobie. Le VO,,,.x est a la fois I’un des principaux
facteurs prédictifs de la tolérance a I’exercice (Bassett et Howley 2000), des risques
cardiovasculaires (Williams 2001) et de la mortalité toutes causes confondues (Myers et al.
2002). Le VO, max est largement déterminé par 1’augmentation du débit cardiaque, puis du débit
sanguin musculaire (Bassett et Howley 2000). Au niveau vasculaire, les phénoménes de
vasodilatation et vasoconstriction prennent place au niveau de 1’endothélium, fine couche
tissulaire recouvrant la paroi interne des vaisseaux sanguins. L’endothélium est également
impliqué activement dans le processus d’athérosclérose, qui constitue une étape précoce du
développement de pathologies cardiovasculaires (McLenachan et al. 1991; Cooke 2004).
L’endothélium sécréte en réponse a divers stimuli le monoxyde d’azote (NO), agent
vasodilatateur le plus puissant de I’organisme (Cooke 2004). En outre, le NO est un agent anti-
athérosclérotique puisqu’il contribue au maintien de la fonction endothéliale, notamment en
inhibant I’adhésion et I’agrégation plaquettaire d’une part, 1’adhésion des leucocytes d’autre
part, et enfin en bloquant la prolifération des cellules musculaires lisses (Cooke 2004). Ainsi,
I’évaluation de la vasodilatation dépendante du NO participe au diagnostic et au suivi des
personnes présentant des risques cardiovasculaires. Les mécanismes impliqués dans la
dysfonction endothéliale en raison d’une diminution de la biodisponibilité du NO sont présentés

dans la Figure 1.

Le NO est synthétisé majoritairement par une voie enzymatique, par la NO synthase
(NOS) qui est exprimée sous 3 isoformes différentes : la NOS neuronale (nNNOS), la NOS
endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS) (Levine et al. 2012). La synthése du NO
nécessite la présence de co-facteurs enzymatiques, mais est principalement dépendante de la
disponibilité en oxygéne et en L-arginine, son précurseur. La production du NO peut également
étre régulée par la présence d’un inhibiteur endogeéne, la diméthylarginine asymétrique
(ADMA), dont les concentrations plasmatiques sont jusqu’a 9 fois plus élevées chez des
patients souffrant de pathologies cardiovasculaires et métaboliques comparativement a des
sujets sains (Boger 2006). L’ADMA est synthétisée par les protéines arginine
méthyltransférases (PRMTSs), a travers la méthylation de protéines intracellulaires fixant la L-
arginine (Achan et al. 2003). Elle est ensuite libérée par I’hydrolyse de ces protéines (Achan et
al. 2003). L’ADMA est dégradée par voie enzymatique, via la Dimethylarginine
Dimethylaminohydrolase (DDAH) a hauteur de 90 %, et par excrétion rénale pour le reste

(Blackwell 2010). L’ADMA est négativement associée a la vasodilatation dépendante de
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I’endothélium (Boger et al. 1998), et se présente ainsi, comme un marqueur de risque dans la

survenue de pathologies cardiovasculaires (Boger 2006).

Par ailleurs, I’importance d’une voie alternative de synthése du NO ayant pour origine
les apports exogenes en nitrates a été mise en évidence ces derniéres années (Gladwin et al.
2005). Le nitrate (NOs) d’origine endogene est issu de I’oxydation du NO par
I’oxyhémoglobine, et était considéré antérieurement comme un simple marqueur de production
de NO. Toutefois, il a été démontré que le NO3™ ingéré est capté par les glandes salivaires, afin
d’étre concentré et réduit dans la cavité buccale en nitrite (NO2") par des bactéries séjournant
sur la langue. Une fois réduit dans la cavité buccale, le NO2 formé atteint I’estomac, ou il est
réduit en NO ou autres espéces dérivées de 1’azote, par le milieu acide de 1'estomac (Lundberg
et al. 2008). Puis, le NO2™ non réduit et le NO oxydé sont libérés et rejoignent la circulation
sanguine (Lundberg et al. 2008). Au niveau vasculaire et tissulaire, le NO>™ peut étre réduit en
NO, via la réaction avec la désoxyhémoglobine et la désoxymyoglobine, respectivement
(Lundberg et al. 2008). La supplémentation en nitrate d’origine alimentaire apparait ainsi
comme un moyen non pharmacologique d’augmenter la biodisponibilité du NO. Ceci constitue
une perspective particulierement attractive a la fois dans des conditions pathologiques, ou une
réduction de la biodisponibilit¢ du NO peut induire une limitation de I’apport et de 1’utilisation
de ’oxygene aux muscles actifs, et pour les populations sportives souhaitant augmenter la

capacité de transport de 1’oxygéne dans un but de performance.

Par conséquent, cette thése a pour objet d’étudier les points suivants :

¢ la modulation de la biodisponibilité du NO par I'inhibition de sa synthése par

I'ADMA, ou par lI'augmentation des apports exogenes en NOs’;
e les répercussions de la modulation de la biodisponibilité du NO dépendante de
I’action de I'ADMA ou des supplémentations en NO3 sur la perfusion

musculaire ;

e Dlinfluence de I’aptitude aérobie sur la relation entre la perfusion musculaire et

les facteurs pouvant réguler la biodisponibilité du NO.
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FIGURE 1. Les mécanismes physiologiques induisant une altération de la fonction endothéliale a
travers une réduction de la biodisponibilit¢ du monoxyde d’azote (NO)

Une stimulation de la NADPH génere des anions superoxydes (O2), lesquels réagissent rapidement
avec le NO et forment 1’anion peroxynitrite (ONOO?). L’ONOO" formé oxyde le co-facteur de la NO synthase
endothéliale (eNOS), la tétrahydrobioptérine (BHa) en dihydrobioptérine (BH.), conduisant au découplage de
la eNOS. Une fois découplée, cette derniere produit de 1’O2" en lieu et place du NO, réduisant ainsi la
biodisponibilité du NO. Une diminution de I’expression et/ou de ’activité de la diméthylaminohydrolase
diméthylarginine (DDAH), 1’enzyme responsable de la dégradation de la diméthylarginine asymétrique
(ADMA), induit une augmentation significative des concentrations extra- et intra-cellulaires de I’ADMA.
Cette derniere inhibe directement 1’activité de la eNOS de fagon dose dépendante et atténue ¢galement I’entrée
dans la cellule de la L-arginine, le précurseur endogeéne de la eNOS. L’excés d’ADMA dans les parois
vasculaires renforce la génération d’Oz", lequel réduit la biodisponibilité du NO en I’inactivant a travers sa
réaction avec le NO. Une augmentation de 1’expression et/ou de I’activité de 1’arginase conduit a une
diminution de la biodisponibilité du NO en raison de la compétition entre la eNOS et 1’arginase dans
I’utilisation de la L-arginine. L’arginase utilise la L-arginine pour catalyser la réaction formant la L-ornithine
et 'urée. Cette réaction favorise la génération d’O2" qui diminue la biodisponibilité du NO en oxydant le co-
facteur BH4 et en augmentant la formation endogéne de méthylarginines comme I’ADMA. L’ensemble de ces
altérations entraine une dysfonction endothéliale a travers une réduction des réponses physiologiques
dépendantes du NO. La dysfonction endothéliale est une étape précoce dans la survenue des pathologies

cardiovasculaires. La figure ci-dessus a été adaptée a partir de Chen et al. (2018) et de EIl Assar et al. (2016).
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CONTEXTUALISATION



1. Aptitude aérobie

1.1 Définition et implications dans le cadre de la santé

L’aptitude aérobie est définie comme la capacit¢é d’un individu a resynthétiser
I’adénosine triphosphate (ATP) par I’intermédiaire de la filiére aérobie afin de répondre a la
dépense énergétique lors de 1’exercice (Jones et Carter 2000). Elle est généralement estimée par
la mesure du VO, (Bassett et Howley 2000) et constitue 1’un des facteurs majeurs dans la
tolérance a I’effort (Bassett et Howley 1997). Le VO,,,.x dépend de facteurs centraux cardio-
respiratoires et de facteurs périphériques vasculaires et musculaires (Whipp et al. 1982),
lesquelles s’organisent pour soutenir I’apport et I’utilisation de 1’oxygene (O2) aux muscles
squelettiques (Saltin et Strange 1992). Par ailleurs, le VO, st également impliqué dans la
santé. Elle est a la fois 1’un des principaux facteurs prédictifs des risques cardiovasculaires

(Williams 2001) et de la mortalité toutes causes confondues (Myers et al. 2002).

Les facteurs génétiques contribuent & la variabilité des valeurs de VO,,,., Observée dans
des populations sédentaires (Bouchard et al. 1998). L’étude HERITAGE Family, qui explorait
la ressemblance familiale de VO,,,.x chez des parents et leurs descendants sédentaires, a mis
en évidence une variabilité prés de 3 fois plus importante entre les familles incluses dans 1’étude
qu’entre les membres d’une méme famille (Bouchard et al. 1998). Ainsi, I’héritabilité maximale
liée aux facteurs génétiques est estimée a environ 50% pour le VO,,,.x, aprés ajustement pour

I’4ge, la masse corporelle, la masse maigre et la masse grasse (Bouchard et al. 1998).

Ces facteurs génétiques pourraient contribuer a expliquer que I’aptitude aérobie est un
facteur ayant un pourvoir prédictif supérieur a celui de 1’activité physique dans la survenue
d’événements cardiovasculaires. Dans une méta-analyse comprenant 23 cohortes relevant a la
fois D’activité physique et 1’aptitude aérobie, la réduction du risque de pathologies
cardiovasculaires est significativement plus importante chez les sujets ayant le niveau d'aptitude
aerobie le plus éleve que chez ceux ayant le niveau d'activité physique le plus élevé (Williams
2001). Ce résultat s’expliquait par une chute accrue du risque de pathologies cardiovasculaires
aprés le 25°™ percentile dans la distribution des niveaux d’aptitude aérobie (Williams 2001).
Dans le cadre de suivis longitudinaux de patients, 1’aptitude aérobie apparait comme un facteur
prédictif plus important de la mortalit¢ générale que le niveau d’activité physique

hebdomadaire, ou que d’autres facteurs de risque établis tels que 1’obésité, le diabete,

21



I’hypertension ou le tabagisme (Myers et al. 2004). Le réle intrinséque de 1’aptitude aérobie
dans le maintien de la santé, a travers une réduction de la survenue de pathologies chroniques,
a également été confirmé dans des modeles expérimentaux chez 1’animal. Koch et Britton ont
effectué une sélection génétique de rats sur plusieurs générations en se basant sur un seul trait
de sélection, I’aptitude aérobie (Koch et Britton 2001). Aprés 35 générations de rats, le groupe
de faible aptitude aérobie présentait une distance maximale de course de 205 m contre 2 293 m
pour le groupe d’aptitude aérobie élevée (Garton et al. 2016). L’estimation de I’héritabilité
maximale pour la distance de course était similaire entre les deux groupes sur les 28 premiéres
générations, suggérant que les facteurs génétiques peuvent prédisposer a un niveau faible ou
¢levé d’aptitude aérobie chez I’individu (Ren et al. 2013). L’approche intéressante de ce type
d’¢études a également été de mettre en lien les phénotypes de survenue de pathologies
cardiovasculaires, métaboliques et ’aptitude aérobie au cours des générations successives
d’animaux. Ainsi dés la 10°™ génération, les rats ayant une faible aptitude aérobie présentaient
une augmentation des risques cardiovasculaires caractérisé par 1’augmentation de 1’adiposité
viscérale, de la pression artérielle, ’apparition d’une dyslipidémie, de la dysfonction
endothéliale et de I’insulino-résistance (Wislgff et al. 2005). L’ensemble de ces résultats
supporte le role central de 1’aptitude aérobie dans la réduction des risques de pathologies

chroniques cardiovasculaires et métaboliques.

Les différences interindividuelles du niveau d’aptitude aérobie peuvent étre également
sous I’influence de facteurs environnementaux tels que la pratique d’une activité physique.
Ainsi, dans 1’étude HERITAGE Family, la corrélation significative du VO, des conjoints
indique que des facteurs non génétiques contribuent a la ressemblance familiale de I’aptitude
aerobie (Bouchard et al. 1998). Chez I’animal, des rats issus de lignées avec une faible aptitude
aérobie soumis a un programme d’entrainement améliore le phénotype a risque de ces animaux.
Apres 8 semaines d’entrainement, la fonction cardiaque des rats présentant une faible aptitude
aérobie était améliorée et atteignait celle des rats sédentaires ayant intrinsequement une aptitude
aerobie élevée (Hoydal et al. 2007). Cette amélioration était accompagnée d’une augmentation
de leur VO,,,.« & hauteur de 45 % contre 39 % pour des rats suivant le méme entrainement mais
disposant d’une aptitude aérobie initiale élevée (Hgydal et al. 2007). Les différences
intrinséques entre les groupes dépendent de la biodisponibilité du NO (Hgydal et al. 2007). En
outre, & la 15°™ génération de rats présentant intrinséquement une faible aptitude aérobie, leur
phénotype similaire a un syndrome métabolique était ameélioré aprés un entrainement

intermittent de 8 semaines a une intensité difficile (Haram et al. 2009). Une large augmentation
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de leur VO,,ax (+ 45 %) était également observée alors que leur fonction endothéliale
progressait a travers une ¢lévation de 1I’expression et de I’activité de la NO synthase endothéliale
(eNQOS), enzyme responsable de la synthése du monoxyde d’azote (NO) au niveau vasculaire
(Haram et al. 2009). Cette augmentation de la production du NO pouvait étre un facteur
expliquant I’amélioration simultanée de I’aptitude aérobie et du profil métabolique chez les rats
entrainés. Par ailleurs, au cours de ce processus de sélection des rats, le VO, Se démarque
comme le facteur le plus prédictif dans ’espérance de vie de ces derniers (comparativement a
la distance de course maximale), et ce indépendamment du niveau d’aptitude aérobie

intrinseque (Koch et al. 2011).

Toutefois, méme si le niveau d’activité physique et le statut d’entrainement
déterminent dans une certaine mesure le VO, ., des données expérimentales supportent I’idée
que I’aptitude aérobie est un facteur plus déterminant que le niveau d’activité physique, seul.
Aprés un entrainement de 20 semaines a une intensité de modérée a élevée sur une population
de 481 individus, une hétérogénéité dans le gain de VO,n,.. apparait, avec la présence
respective de répondeurs (VO,p,.x augmenté jusqu’a 1,0 L.min™ post-entrainement) et de non-
répondeurs (faible ou absence de changement au niveau du VO,,., post-entrainement)
(Bouchard et al. 1999). Chez I’animal, des mod¢les ont été développés a travers la sélection et
la reproduction de rats, le critere de sélection se basait sur le gain de distance de course en
réponse & un entrainement en endurance. A la 7°™ génération, les rats répondeurs a un
entrainement en endurance de 8 semaines ont une distance de course augmentée a hauteur de
46 % alors que les rats considérés comme non-répondeurs ont une perte de 2 % de leur capacité
a la course (Koch et al. 2013; Wislgff et al. 2015). A ce méme stade générationnel, des rats
sélectionnés en tant que répondeurs et non-répondeurs a l’exercice prenaient part a un
entrainement intermittent de 8 semaines a une intensite difficile (Wislgff et al. 2015). Les rats
dans le groupe des répondeurs avaient une augmentation de 40 % de leur VO, tandis
qu’aucun changement a la suite de ’entrainement n’était observé chez les rats appartenant au
groupe des non-répondeurs (Wislgff et al. 2015). A la 15°™ génération, les rats considérés
comme non-répondeurs a I’exercice présentaient un phénotype similaire au syndrome
métabolique avec notamment une insulino-résistance et une adiposité accrue en condition de
sédentarité (Lessard et al. 2013). Comme attendu, ces rats non-répondeurs n’avaient pas
d’augmentation de leur capacité a la course a la suite d’un entrainement en endurance de 8
semaines (Lessard et al. 2013). Dans ce méme modele, la capacité mitochondriale des rats non-

\

répondeurs était intacte et répondaient normalement a [’entrainement en endurance
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comparativement au groupe de rats répondeurs (Lessard et al. 2013). Ainsi, une altération de la
fonction mitochondriale dans ce modéle ne pouvait expliquer la dysfonction métabolique et la
réduction de I’aptitude aérobie. Ces résultats suggerent que des altérations au niveau
cardiovasculaire pourraient étre responsables du lien entre I’aptitude aérobie et le risque de

comorbidité et de mortalité.

En conclusion, l’aptitude aérobie apparait comme un facteur indépendant dans la
détermination du risque de pathologies cardiovasculaires, de désordres métaboliques et la
prédiction de la mortalité, toutes causes confondues. Les associations rapportées entre
["aptitude aérobie et [’état de santé a la fois chez ['homme et [’animal semblent étayer la théorie
selon laquelle, le métabolisme aérobie serait un point de demarcation central entre Santé et
Maladie. Selon [’hypothése du transfert d’énergie ou de [l’aérobie, tout au long de leur
evolution, les organismes vivants s’organiseraient de facon complexe afin d’obtenir une
capacité importante de dissipation de |’énergie pouvant permettre la conversion de [’énergie
produite en mouvements (Koch et Britton 2008). Ainsi, [’aptitude aérobie reflétée par le
V Oymax pourrait étre le résultat de cette organisation complexe, et procurerait a l’organisme
une résistance a la survenue de pathologies chroniques (Koch et al. 2012; Garton et al. 2016).
1l est donc primordial de connaitre d’une part les facteurs limitant [ V Oy qy dans I’organisme,
et d’autre part les adaptations physiologiques découlant tout particulierement de
[’entrainement en endurance, et permettant d’augmenter [’aptitude aérobie a travers

notamment une élévation du V 0,45

1.2 Déterminants du VO, ax

Plusieurs étapes sont impliquées dans le transport de 1’0O2 de I’atmosphere a la
mitochondrie au sein du muscle squelettique, de sorte que ces derniéres peuvent étre toutes des
facteurs physiologiques limitant le VO,,,.x. Nous pouvons les lister comme suit : la capacité de
diffusion pulmonaire ; le débit cardiaque maximal ; la capacité de transport de 1’O2 au niveau
du sang ; les fonctions oxydatives du muscle squelettique (Bassett et Howley 2000). Les
limitations du VO,,,,.x associées au débit cardiaque maximal se traduisent par une diminution
d’apport en O2 au muscle squelettique. Une diminution de I’apport en O2au muscle squelettique
est susceptible d’induire une réduction de la pression intramusculaire en Oz (PmOz) durant

I’exercice, ou la demande métabolique peut excéder de 20 fois celle de repos dans les muscles
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actifs au cours d’un effort d’intensité maximale (Weibel et Hoppeler 2005). L’¢lévation du
débit cardiaque, assurant I’apport en O au niveau du muscle squelettique, est régulée au cours
de I’exercice par I’augmentation du débit sanguin musculaire et le retour veineux au ceeur (Bada
et al. 2012). Ce mécanisme de régulation semble étre maintenu indépendamment du statut
d’entrainement. Le débit cardiaque reste couplé a la demande métabolique des muscles actifs
durant I’exercice aprés un entrainement de 5 semaines d’extension de la jambe, mettant ainsi
en évidence que la réponse cardiovasculaire a 1’exercice est régulée en partie par des adaptations
périphériques lors d’un entrainement mobilisant une large masse musculaire (Mortensen et al.
2013). L’ensemble de ces résultats supportent 1’étroite corrélation (r = 0,98) entre 1’apport en
O et la demande métabolique observée lors d’exercices d’extension de la jambe (Andersen et
Saltin 1985). Dans cette étude, la population était jeune et saine et la modalité d’exercice
n’engageait qu’une faible masse musculaire, rendant ainsi I’apport en Oz non limité par le débit
sanguin musculaire (Andersen et Saltin 1985). Nous allons maintenant aborder plus
précisément les facteurs physiologiques limitant le VO, .« en perspective d’une réduction de

I’apport en Oo.

Au cours de I’exercice, le systéme pulmonaire n’est pas considéré comme un facteur
limitant le VO,,.x chez la plupart des individus. La capacité du systéme pulmonaire est
généralement suffisante pour répondre a la demande relative a ’augmentation de la ventilation
et des échanges gazeux a I’exercice. En effet, la réponse ventilatoire est en mesure de compenser
une différence accrue de pression en Oz entre les compartiments alvéolaire et capillaire méme
a des intensités d’exercice difficile et maximale (> & 85 % de VO,max) (Amann 2012).
Toutefois, dans certains contextes, des limites au niveau du systeme respiratoire peuvent
apparaitre. Chez des sujets entrainés (VO,max= 70,1 mL.mint.kg?) présentant une hypoxémie
induite par I’exercice, une augmentation de la fraction en O inspirée conduisait a une élévation
de la Sa0; et du VO,,,.x durant une épreuve d’’effort maximal, respectivement (Powers et al.
1989). A contrario, chez les sujets ayant un VO, Moyen de 56,5 mL.mint.kg? et ne
présentant pas d’hypoxémie induite par ’exercice, aucune augmentation du VO, ., n’était

rapportée sous condition d’hyperoxie durant épreuve d’effort maximal (Powers et al. 1989).

Seules les populations d’athlétes avec des VO,max €levés semblent sujettes a des
limitations liées & la ventilation pulmonaire. Chez certains athlétes, une réduction de la pression
partielle en Oz au niveau artériel peut étre observée au cours d’exercices d’intensité sous-

maximale (Amann 2012). Ce phénomene laisse supposer que le systeme pulmonaire est en
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mesure de limiter I’apport en O2 alors méme que les capacités respiratoires maximales ne sont
pas atteintes pour répondre aux besoins de transport en Oz En support de cette limite sous-
maximale, le systéme pulmonaire peut également limiter I’apport en O> indépendamment de
son role dans la saturation artérielle. Une altération de la réponse ventilatoire, pour des exercices
d’intensité supérieure a 85 % du VO,,., augmente la contribution des muscles respiratoires
lors des phases expiratoires et inspiratoires (Amann 2012). Ce travail accru entraine une
accumulation de métabolites au sein des muscles respiratoires qui pourrait stimuler les
afférences de type IV (Murphy et al. 2011). Apres le traitement de ces afférences dans les
centres de contréle du systéme cardiovasculaire, ’activit¢ sympathique pourrait E&tre
augmentée, induisant ainsi une vasoconstriction sympathique dans les muscles actifs au cours
de I’exercice (Murphy et al. 2011). Le systéme pulmonaire peut donc contraindre également
I’apport en O, via une réduction de la proportion de débit cardiaque distribuée aux muscles

locomoteurs, lors de 1’exercice.

Cette compétition entre les muscles respiratoires et locomoteurs est par ailleurs connue
comme étant un facteur aggravant des limitations cardiaques dans le cadre de pathologies telles
que I’insuffisance cardiaque. Chez les patients avec une insuffisance cardiaque, la proportion
du débit cardiaque orienté vers les muscles respiratoires est augmentée en réponse a
I’hyperventilation chronique et a la stimulation de la vasoconstriction sympathique au niveau
des muscles locomoteurs (Poole et al. 2012). Cette vasoconstriction sympathique est exacerbee
chez ces patients par une altération de la biodisponibilité du NO, qui est I’un des principaux
médiateurs de la sympatholyse (Thomas et al. 2001). De fait, une altération de la
biodisponibilit¢ du NO et d’autres agents impliqués dans la vasodilatation peut amplifier la
diminution de 1’apport en Oz aux muscles actifs, dans le contexte d’une hyperventilation (Poole
et al. 2012).

Le facteur physiologique majeur limitant le VO, est le débit cardiaque maximal en
raison d’une conductance vasculaire périphérique pouvant largement excéder la capacité de
pompage du cceur. Le débit cardiaque maximal expliquerait jusqu’a 85 % des limitations du
VO,max (Bassett et Howley 2000). L’ampleur de cette limitation est confirmée lorsque la
consommation d’oxygéne (VO,) et le débit sanguin musculaire au niveau des membres
supérieurs et inférieurs sont mesurés et comparés simultanément, au cours d’efforts maximaux
de pédalage mobilisant a la fois les bras et les jambes (Boushel et al. 2011). Dans cette étude,

une biopsie était réalisée au niveau des muscles vaste latéral et deltoide, afin de mesurer la
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capacité respiratoire mitochondriale maximale ex vivo chez les sujets. Au cours de 1’exercice
sur bicyclette engageant approximativement la moitié de la masse musculaire du corps entier,
le VO,mayx in Vivo des membres inférieurs était réduit de 36 % comparativement a la capacité
respiratoire mitochondriale maximale au niveau du vaste latéral. A contrario, le VO« in ViVo
des membres supérieurs durant un exercice de pédalage, sollicitant le haut du corps, coincidait
avec la capacité respiratoire mitochondriale maximale mesurée ex vivo au niveau du deltoide.
Ces résultats s’accompagnaient d’un débit sanguin musculaire supérieur de 34 % dans les
membres superieurs, comparativement aux membres inférieurs. Ainsi, I’apport en O2 est un
facteur limitant le VO, lorsqu’une large proportion (> 50 %) de la masse musculaire est

engagée a I’exercice (Boushel et al. 2011).

En conclusion, le V 0,4y est limité par la capacité de 1’organisme a délivrer 'Oz en
réponse a la demande métabolique des muscles actifs lors d’exercices mobilisant une
proportion importante de la masse musculaire totale. Le débit cardiaque maximal est ainsi le
facteur physiologique majeur dans les limitations impactant le V0,,,,, Le débit sanguin
musculaire et le retour veineux contribuent a l’élévation du debit cardiaque a [’exercice,
permettant ainsi d ajuster étroitement l’apport et [ 'utilisation de |'Oy. L influence centrale dans
la détermination du V 0,4, Semble étre également confirmée a travers les modéles étudiant
["aptitude aérobie intrinseque chez animal. Apres 15 générations de sélection, les rats
présentant une capacité a la course élevée avaient un V0,,,,, Supérieur par rapport a celui
mesuré chez les rats ayant une capacité a la course faible (Gonzalez et al. 2006). Cet V0, qx
supérieur était associé a un taux accru d’O; délivré aux muscles squelettiques a [’exercice
(Gonzalez et al. 2006). Toutefois, la quantité d’O- extraite en proportion de son apport était
similaire entre les rats indépendamment de leur niveau d’aptitude aérobie, suggérant ainsi que
[’augmentation de [’extraction totale en O, chez les rats ayant une capacité a la course élevee
était compensée par un débit sanguin musculaire accru. Au vu de ces différents éléments. Il est
donc prépondérant d’aborder les adaptations physiologiques au niveau du systeme vasculaire
menant a une augmentation de ['apport en Oz aux muscles, celui-ci déterminant

majoritairement le métabolisme aérobie a I’exercice.
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1.3 Adaptations cardiovasculaires a I’entralnement contribuant a 1’élévation du

VOZmax
1.3.1 Adaptations cardiaques

Le débit cardiaque est déterminé par le produit de la fréquence cardiaque et du volume
d’¢jection systolique. Le débit cardiaque augmente des le début de I’exercice et de fagon
linéaire afin de repondre aux besoins métaboliques des muscles actifs (Mortensen et al. 2005).
Le débit cardiaque chez des sujets sains et jeunes est en moyenne de ~ 25 L.min™ (Mortensen
et al. 2008) et peut atteindre jusqu’a 35 4 40 L.min™ chez des athlétes masculins au cours d’un
exercice maximal sur ergocycle (Ekblom et Hermansen 1968). La nette augmentation du débit
cardiaque maximal chez les sujets entrainés résulte d’adaptations structurales et fonctionnelles
au niveau du cceur, qui se traduisent par une élévation du volume d’éjection systolique maximal.
La fréquence cardiaque maximale est en revanche inchangée suite a I’entrainement (Hellsten et

Nyberg 2015).

Les marqueurs qui définissent le « coeur d’athléte » sont les suivants : une augmentation
du volume des ventricules gauche et droit a la fin de la diastole ; une hypertrophie du ventricule
gauche ; une augmentation de la masse du ventricule gauche et du volume de ’oreillette droite
(Hellsten et Nyberg 2015). Alors que la plupart des comparaisons ont été réalisées lors d’études
transversales, le remodelage cardiaque a également été rapporté lors de suivis longitudinaux.
Chez des sujets jeunes et sains non préalablement entrainés, un programme d’entrainement en
endurance de 6 mois, a raison de 3 séances/semaine, augmentait la masse du ventricule gauche,
le volume du ventricule gauche ala fin de la diastole, et I’épaisseur de la paroi inter-
ventriculaire (Spence et al. 2011). Ce remodelage du ventricule gauche était accompagné d’une
élévation du VO,,,. de 3,5 L.min™t a 3,8 L.min™ (Spence et al. 2011).

D’un point de vue fonctionnel, la large augmentation du volume d’¢jection systolique
apres ’entrainement en endurance est principalement liée a un accroissement du volume du
ventricule gauche a la fin de la diastole (Hellsten et Nyberg 2015). Cette expansion du volume
du ventricule gauche a la fin de la diastole est majoritairement déterminée par un remplissage
plus précoce et plus rapide du ventricule gauche au cours de la diastole (Ferguson et al. 2001;
Baggish et al. 2010), ainsi qu’un accroissement de la compliance et de la distensibilité

cardiaques (Levine et al. 1991).
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En conclusion, [’ensemble de ces adaptations cardiaques contribuent a améliorer la
fonction cardiaque, en augmentant le débit cardiaque maximal, a travers une élévation du
volume d’éjection systolique, afin de supporter le besoin en Oz du métabolisme aérobie au

cours de [’exercice.

1.3.2 Pression artérielle et entrainement

Au travers d’une méta-analyse, il a été rapporté que 1’entrainement en endurance induit
une réduction de la pression artérielle mesurée au repos ou en ambulatoire sur 24h, en raison
d’une diminution de la résistance vasculaire systémique, chez des sujets hypertendus et sains
sédentaires (Cornelissen et Fagard 2005). Apres un entrainement en endurance, la réduction de
la pression artérielle systolique et diastolique mesurée au repos, chez des sujets hypertendus,
disparait lorsque la production de NO et de prostacyclines est inhibée pharmacologiquement
(Nyberg et al. 2012). L’entrainement en endurance réduit aussi la pression artérielle et veineuse
centrale, chez des sujets jeunes et sains (Mortensen et al. 2013). Cette réduction post-
entrainement de la pression artérielle sanguine permet de diminuer la post-charge cardiaque,
participant ainsi a I’augmentation du volume d’éjection systolique au cours de 1’exercice

(Mortensen et al. 2013).

1.3.3 Adaptations vasculaires a l’entrainement

La fonction des arteres de conduction et de résistance est de permettre le transport du
sang au sein du muscle, déterminant ainsi I’apport en O». Le diamétre et les propriétés elastiques
des arteres doivent étre adéquats, de sorte que le débit sanguin provenant du cceur ne puisse pas
étre limité. De ce fait, les résistances vasculaires émergent principalement des artéres de
résistance, dont les artérioles (se situant au sein des tissus tels que le muscle), en déterminent
la plus grande proportion (Hellsten et Nyberg 2015). Chez I’homme, la capacité de perfusion
de la totalité de la masse musculaire dépasse la capacité de pompage du ceeur (Saltin 1988). Le
débit sanguin musculaire est de haut niveau, de ’ordre de 200 a 300 mL.min'l.loog'l,
lorsqu’une faible masse musculaire est engagée, contre 150 mL.min".100g™ lors d’exercices
mobilisant une forte proportion de la masse musculaire (Saltin 1988). Toutefois, des adaptations

vasculaires a I’entrainement en endurance surviennent parallelement a 1’augmentation du débit
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cardiaque maximal. Par exemple, les dimensions du ventricule gauche et de I’artére fémorale
commune sont correlées, que ce soit chez les sujets sédentaires ou chez les athletes entrainés en
endurance (Schmidt-Truckséss et al. 2003).

1.3.4 Adaptations structurales

Au niveau des artéres de conduction, il a été observé une corrélation étroite (r= 0,91)
entre le VO,,,.x Mesuré sur ergocycle, et le diamétre de 1’artére fémorale commune chez des
sujets jeunes et sains (Radegran et Saltin 2000). Cette association suggere que les artéres de
conduction peuvent imposer des limitations a 1’apport en O, particuliérement lors d’exercices
impliquant une masse musculaire importante (Radegran et Saltin 2000). Des adaptations
structurales sont constatées suite a 1’entrainement et contribuent a I’augmentation de VO,,ax.
Chez des sujets jeunes et sains, un programme d’entrailnement en endurance de 6 mois, a raison
de 3 séances/semaine, augmentait le VO, de 3,6 + 0,7 43,8 + 0,6 L.min™. Parallélement le
diametre de ’artére fémorale était augmenté de 6,2 = 0,7 & 6,4 £ 0,6 mm (Spence et al. 2013).
Les effets de I’entrainement ont été confirmés par des études transversales. Le diametre de
I’artére brachiale d’athlétes spécialisés dans des disciplines sollicitant le haut du corps, tels que
les canoéistes, est plus large comparativement a celui d’athlétes non spécialistes (Rowley et al.
2012). De facon similaire, les coureurs et les cyclistes présentent une artere fémorale
superficielle dont le diamétre est plus important que celui de sujets actifs mais non spécialistes
de ces disciplines (Rowley et al. 2012). Ainsi, la taille des artéres de conduction est régulée
localement a la suite de I’entrainement, en vue de répondre a la demande métabolique des
muscles actifs de chaque extrémité impliquée dans 1’exercice. De plus, cette association entre
la spécificité de 1’activité physique pratiquée et les adaptations structurales est confirmée lors
de comparaisons intra-individuelles. Ainsi, les joueurs de tennis professionnels ont une artéere
sous-claviere plus large dans leur bras dominant notamment mobilisé au cours de la pratique,
comparativement au bras non-dominant (Huonker et al. 2003). Ces résultats confortent 1’effet

de I’entrainement sur le remodelage des artéres de conduction.

Au niveau des artéres de résistance, la dimension des vaisseaux est estimee a travers la
réponse vasodilatatrice maximale apres une période d’ischémie prolongée ou d’un exercice
associé a une ischémie (Naylor et al. 2005). Cette réponse est censée refléter la capacité

structurale au niveau microvasculaire (Naylor et al. 2005). Aprés un entrainement de 4 semaines
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de type « handgrip », la réponse vasodilatatrice maximale est augmentée de 30 % au niveau de
I’avant-bras chez des sujets sains, alors qu’aucun changement n’est observé dans le bras non
entrainé (Sinoway et al. 1987). En outre, la réponse vasodilatatrice maximale est plus
importante chez des sujets entrainés en endurance que chez des sujets sédentaires (Snell et al.
1987). A Iinstar des vaisseaux de conduction, le réseau microvasculaire semble également lié
a la demande métabolique des muscles actifs lors de 1’exercice. De fait, il a été rapporté chez
des joueurs de tennis que la réponse vasodilatatrice maximale est 42 % plus élevée dans le bras

dominant, par comparaison au bras non-dominant (Sinoway et al. 1986).

Les mécanismes régulant le remodelage artériel dépendent du débit sanguin circulant
dans les vaisseaux. Il a été observé, par exemple, que chez le lapin, le diamétre de 1’artére
carotidienne commune était diminué de 21 % lorsque le debit sanguin de cette artere était
diminué de 70 % pendant 2 semaines (Langille et O’Donnell 1986). En revanche, cet effet
disparaissait lorsque 1’endothélium était au préalablement retiré (Langille et O’Donnell 1986).
Différentes études ont indiqué I’importance des contraintes de cisaillement dans le remodelage
artériel. Ces contraintes de cisaillement correspondent aux forces de friction exercées sur
I’endothélium par le sang lors de sa circulation au sein des vaisseaux sanguins (Hellsten et
Nyberg 2015). Ces contraintes de cisaillement liées a 1’augmentation du flux sanguin
constituent le stimulus le plus puissant pour I’artériogenése dans les vaisseaux exposés (Pipp et
al. 2004). Chez I’animal, le degré des contraintes de cisaillement module les changements de
diamétre de I’artére mésentérique ainsi que I’expression génique de I’eNOS (Tuttle et al. 2001).
Aprés la réalisation d’une fistule artério-veineuse afin d’augmenter le débit sanguin de fagcon
chronique, des lapins ont été séparés en deux groupes : le premier groupe était traité pendant 4
semaines avec un inhibiteur pharmacologique des NOS, et le second groupe servait de controle
(Tronc et al. 1996). L’augmentation du diamétre de 1’artére carotidienne gauche dans le groupe
avec inhibition des NOS était réduite comparativement a celle observée dans le groupe contréle
(Tronc et al. 1996). Cette observation met ainsi en évidence le réle du NO dans le remodelage
artériel induit par le débit sanguin. L’effet de ’entrainement sur la structure vasculaire résulte
de la libération de NO par I’endothélium en réponse aux forces de cisaillement sur les parois
vasculaires, ce qui permet finalement de réduire les contraintes imposées lors d’exercices
répétés (Green et al. 2004a). Dans un modele de rat simulant une artériopathie oblitérante des
membres inférieurs, un entrainement en endurance de 3 semaines augmentait la réponse
vasodilatatrice maximale au niveau des muscles de la jambe (Lloyd et al. 2001). En revanche,

cette réponse était atténuée chez les rats traités avec un inhibiteur pharmacologique des NOS
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(Lloyd et al. 2001). Chez I’homme, des sujets sains ont pris part a un entrainement de type
« handgrip » de 8 semaines durant lequel, une occlusion partielle au niveau de 1’un des bras
était réalisée, afin de réduire les contraintes de cisaillement dans ’artére brachiale lors de
I’exercice (Tinken et al. 2010). La réponse vasodilatatrice maximale augmentait
progressivement durant la période d’entrailnement dans le bras sans occlusion, a contrario aucun

changement n’était observé dans le bras avec occlusion (Tinken et al. 2010).

En conclusion, le remodelage des artéres de conduction et de résistance est localisé
dans les membres ou la demande métabolique est la plus grande. Cette particularité semble
corroborer ’association entre 18 V Oypmay au cours d'un exercice de cycle et [’artére femorale
chez des sujets jeunes. L’augmentation du diametre des vaisseaux sanguins apparait donc
comme un élément de la cascade physiologique conduisant a ['apport en Oz aux muscles actifs.
D’un point de vue fonctionnel, le remodelage artériel permettrait de réduire les résistances
lorsque le niveau de perfusion musculaire augmente (Hellsten et Nyberg 2015), et de révéler
une réserve vasodilatatrice renforcée chez les sujets entrainés (Green et al. 2012). Les
contraintes de cisaillement sur [’endothélium induite par I’augmentation du débit sanguin
semblent étre responsable de [’adaptation structurale vasculaire. Le NO synthétisé au niveau
de ’endothélium en réponse a ces contraintes, déclenche par la méme occasion le processus

de remodelage artériel.

1.3.5 Adaptations fonctionnelles

Concernant les arteres de conduction, la fonction vasculaire est généralement évaluée a
travers la dilatation dépendante du débit sanguin (FMD) au niveau des artéres brachiale et
fémorale, a la suite de période d’ischémie réalisée avec un brassard occlusif placé dans la zone
distale du membre investigué (Thijssen et al. 2011a). La FMD est considérée comme un
indicateur de la fonction endothéliale, dont la réponse est principalement dépendante de la
biodisponibilité du NO (Thijssen et al. 2011a). Une méta-analyse basée sur 5 547 participants
indique que chaque diminution de 1 % ou d’un écart-type de la valeur de FMD est associée a
une augmentation du risque d’événements cardiovasculaires, de 8 % a 22 % respectivement
(Inaba et al. 2010). En outre, la FMD au niveau de 1’artére brachiale est corrélée avec le VO, ax
chez des sujets sains et indépendamment de 1’age des individus (Rinder et al. 2000; Palmieri et

al. 2005). Ces associations indiquent qu’une vasodilatation dépendante du NO accrue pourrait
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contribuer a un niveau élevé de VO, ., en participant a 1’augmentation de 1’apport en Oy, afin
de repondre a la demande metabolique des muscles actifs. La FMD au niveau de 1’artére
brachiale apparait supérieure chez les athlétes que chez les sujets du groupe contréle (Montero
et al. 2014). Toutefois, aprés une analyse de sous-groupes basée sur 1’age, cette différence
persistait uniqguement chez des athletes agés de plus de 50 ans, lorsque ces derniers étaient
comparés aux individus controles, appariés sur 1’age (Montero et al. 2014). Chez les sujets plus
jeunes, il se pourrait que I’entrainement n’améliore la fonction vasculaire que dans le contexte
d’une fonction endothéliale altérée ; le cas échéant, un programme d’entrainement ne pourrait
de plus avoir d’effet chez les sujets jeunes et sains que si I’intensité et le volume sont élevés

(Green et al. 2004a).

Dans le cadre de pathologies telles que 1’insuffisance cardiaque, la composante
vasculaire du systéme cardiovasculaire fait partie des déterminants majeurs du VO, .« €t peut
expliquer jusqu’a 50 % de sa variance (Kraemer et al. 1993). Une FMD réduite au niveau de
I’artére radiale est observée uniquement chez des patients ayant une insuffisance cardiaque, par
rapport aux sujets sains, et cette altération €tait accentuée lorsqu’un inhibiteur pharmacologique
des NOS était infusé (Hornig et al. 1996). Aprés 4 semaines d’entrainement de type
« handgrip », la FMD est améliorée dans le groupe de patients, et la proportion de FMD
dépendante du NO était restaurée au méme niveau que celle observée chez les sujets sains
(Hornig et al. 1996). Ces adaptations ont été confirmées dans d’autres pathologies. Des patients
diabétiques de type 2 ont présenté une FMD au niveau de I’artére brachiale supérieure, a la suite
d’un programme d’entrainement de 8 semaines (Maiorana et al. 2001a). L’ensemble de ces
résultats semblent confirmer qu’une fonction endothéliale altérée est favorablement affectée a

la suite d’une période d’entrainement.

Toutefois, une FMD accrue a été observée chez des cyclistes et des nageurs de niveaux
national et international, au niveau de I’artére axillaire et de 1’artére fémorale superficielle, par
rapport a des sujets sédentaires (Walther et al. 2008). Chez des sujets jeunes et sains non
entrainés au préalable, un programme d’entrainement en endurance de 6 mois augmentait le
VO,ax €t le rapport FMD sur dilatation dépendante de la nitroglycérine (GTN), au niveau de
I’artére fémorale (Spence et al. 2013). Ce rapport reflete la vasodilatation dépendante de
I’endothélium, en isolant la capacité vasodilatatrice liée aux cellules musculaires lisses (Spence
et al. 2013). La GTN est utilisée pour déterminer la dilatation indépendante de 1’endothélium,

puisque celle-ci est biotransformée en NO, pouvant ainsi induire directement le phénomene de
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vasodilatation (Hashimoto et Kobayashi 2003). Ces résultats montrent que 1’amélioration de la
fonction vasculaire au niveau des artéres de conduction est éventuellement possible a I’issue de

I’entrainement, méme chez des sujets sans pathologie chronique.

Concernant les arteres de résistance, la fonction vasculaire est estimée, a travers la
perfusion intra-artérielle d’agonistes du NO tels que I’acétylcholine (ACh), avec 1’utilisation
conjointe d’un pléthysmographe, afin de mesurer la réponse du débit sanguin au niveau du
membre étudié (Green et al. 2004a). Les résultats sont équivoques sur les améliorations de la
fonction vasculaire au niveau microvasculaire en réponse a 1’entrainement. Un programme
d’entrainement de 8 semaines composé d’exercices de type aérobie majoritairement,
augmentait le VO, de 28,6 a 32,6 mL.kg™.min? chez des sujets d’Age moyen (Maiorana et
al. 2001b). Cette élévation du VO,,,.x n’était pas accompagnée d’une amélioration de la
réponse a I’ACh au niveau de 1’avant-bras (Maiorana et al. 2001b). Ce méme programme
d’entrainement s’est avéré améliorer la fonction endothéliale au niveau microvasculaire chez
des sujets diabétiques de type 2, a la dose d’ACh la plus élevée (Maiorana et al. 2001a), ainsi
que chez des patients avec une insuffisance cardiaque, pour I’ensemble des doses d’ ACh testées
(Maiorana et al. 2000). A I’instar des artéres de conduction, une fonction vasculaire altérée
semble plus susceptible d’étre améliorée par I’entrainement. Dans le cas des pathologies
vasculaires périphériques, 1’amélioration de la fonction endothéliale des artéres de résistance
peut contribuer & une élévation du VO,,,.«, €t ainsi augmenter la capacité fonctionnelle. A la
suite d’'un programme d’entrainement de 6 mois d’intensité modérée, des patients ayant une
insuffisance cardiaque présentaient une augmentation de la réponse a 1’ACh de 203 % au niveau
de I’artére fémorale, et une réduction du débit sanguin accentuée, lors de la perfusion d’un
inhibiteur pharmacologique des NOS (Hambrecht et al. 1998). Le VO« €tait augmenté de 26
% dans le groupe de patients entrainés (Hambrecht et al. 1998). L’amélioration du VO, était
significativement corrélée avec les changements du débit sanguin dépendant du NO
(Hambrecht et al. 1998). En plus d’une augmentation de la biodisponibilité en NO et de I’apport
en Oz aux muscles actifs, I’amélioration de la fonction vasculaire périphérique peut contribuer
a renforcer la fonction cardiaque, notamment dans le cadre de pathologies cardiovasculaires.
Chez des patients ayant une insuffisance cardiaque, la réduction des résistances périphériques
liée a une amélioration de la fonction endothéliale était corrélée a 1’augmentation du volume
d’éjection systolique (Hambrecht et al. 2000). Toutefois, ces adaptations fonctionnelles ne
semblent pas uniquement limitées a une fonction vasculaire altérée. Dans une méta-analyse, la

dilatation dépendante de 1’endothélium au niveau microvasculaire est supérieure chez les
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athlétes, comparativement aux sujets contréles appariés sur 1’age (Montero et al. 2015). Cette
différence reste significative lorsque la population est analysée séparément avec comme critere

de dissociation, I’age des participants : jeunes < 40 ans et &gés > 55 ans (Montero et al. 2015).

Comme pour les adaptations structurales, les mécanismes responsables des adaptations
fonctionnelles sont dépendants des contraintes de cisaillement du débit sanguin sur
I’endothélium, entrainant une stimulation de la production du NO. Chez I’animal, un
entrainement de 3 semaines sur un tapis de course augmentait la dilatation dépendante du débit
sanguin dans le groupe de rats entrainés (Koller et al. 1995). Cet effet disparait aprés
I’¢limination de 1’endothélium, et diminuait de 50 % apres I’inhibition de la synthése du NO
(Koller et al. 1995). Dans une autre étude, la réponse vasodilatatrice en réponse a I’ACh était
supérieure chez les rats, prenant part a un entrainement de 12 semaines sur tapis de course,
comparativement aux rats sedentaires, sans renforcement de la sensibilité des cellules
musculaires lisses (Delp et al. 1993). Cette réponse a I’ACh était inhibée de 79 % apres
I’inhibition de la synthese du NO dans le groupe de rats sédentaires, contre 100 % dans le
groupe de rats entrainés (Delp et al. 1993). Ces résultats chez I’animal renforcent le role du NO
dans les adaptations vasculaires en réponse a I’exercice. Chez I’Homme, un entrainement de 4
semaines de type aérobie élevait la réponse a I’ACh de 56 % chez des patients présentant une
coronaropathie stable (Hambrecht et al. 2003). Les patients ayant suivi le programme
d’entrainement avaient une expression de 1’eNOS deux fois plus importante au niveau de
I’artére mammaire, et un niveau de phosphorylation de I’eNOS quatre fois plus élevé, par
rapport aux patients sédentaires (Hambrecht et al. 2003). De plus, le niveau de phosphorylation
de ’eNOS était positivement corrélé aux changements de la réponse vasodilatatrice. Cette étude
confirme I’implication du NO dans I’amélioration de la fonction vasculaire indépendamment
de I’espece impliquée, et apporte 1’existence d’un lien entre I’élévation de la vasodilatation et

la biodisponibilité du NO.

En conclusion, les adaptations fonctionnelles vasculaires induites par [’entrainement
augmentent | 'apport en Oz au sein des muscles squelettiques. La fonction vasculaire dépendante
du NO semble étre liée a [’aptitude aérobie et a [’entrainement en endurance aussi bien au
niveau des arteres de résistance que de conduction (Rywik et al. 1999; DeSouza et al. 2000;
Green et al. 2004c¢). Le NO apparait donc comme un acteur majeur dans la fonction et la
structure vasculaires, dont la biodisponibilité pourrait déterminer la perfusion musculaire a

lexercice et le VO,mq,. Cependant, il reste certains points qui prétent & controverse sur la
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possibilité d’améliorations au niveau vasculaire chez les sujets jeunes et sains lorsque la
fonction endothéliale est intacte. Les adaptations vasculaires ont été présentées comme un
élément dynamique oscillant entre modifications fonctionnelles et structurales afin de répondre
continuellement aux stimuli générés au cours de [’exercice (Spence et al. 2013; Green 2013;
Montero et al. 2013). Il est donc essentiel de caractériser les facteurs pouvant influencer la
biodisponibilité du NO dans la perspective de dénouer les causes de [’association entre

’aptitude aérobie et la prédiction des risques cardiovasculaires ainsi que de la mortalité.
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2. Reégulation de la perfusion musculaire

Au cours de I’exercice d’intensité maximale, le débit sanguin au niveau des fibres
musculaires augmente jusqu’a 80 fois au-dessus de celui observé en condition de repos dans les
fibres de type lent (Sarelius et Pohl 2010). Cette augmentation de la perfusion musculaire lors
de I’exercice d’intensité maximale est concomitante d’une élévation du VO, musculaire de 20
a 50 fois le VO, de repos (Sarelius et Pohl 2010). Ainsi, la demande en Oz au niveau des muscles
actifs lors de I’exercice d’intensité maximale est étroitement associée a la réponse du debit
sanguin perfusant les muscles. Cependant, cette relation peut étre altérée en cas de pathologies.
Chez des sujets diabétiques de type 2, I’altération du débit sanguin au niveau de l’artére
fémorale, mesuré au cours d’un exercice d’extension de la jambe est accompagnée d’une
réduction de 20 % du VO« atteint durant un test d’effort maximal sur ergocycle par rapport
a des sujets sains contréles (Lalande et al. 2008). Il est donc primordial de déterminer les

facteurs impliqués dans la régulation de la perfusion musculaire a 1’exercice.

L’¢élévation du débit sanguin en réponse a I’exercice est obtenue simultanément par une
augmentation du débit cardiaque et une réduction des résistances vasculaires périphériques dans
les muscles actifs (Whyte et Laughlin 2010; Hellsten et Nyberg 2015). Le débit cardiaque
augmente dés le début de 1’exercice par une activation du systéme nerveux sympathique, qui
induit par ailleurs une vasoconstriction dans 1I’ensemble des organes (Hellsten et Nyberg 2015).
Au niveau des muscles actifs, cette stimulation sympathique est contrebalancée par la
production d’agents vasodilatateurs et sympatholytiques (Whyte et Laughlin 2010). Les
résistances vasculaires périphériques sont déterminées par le diametre des artéres de résistance,
lequel est contr6lé par le niveau de contraction des muscles lisses vasculaires entourant ces
arteres (Whyte et Laughlin 2010). La contraction des muscles lisses vasculaires est sous
I’influence, d’une part du niveau basal de contraction de ces muscles, et d’autre part de 1’activité
sympathique, et enfin de facteurs chimiques et mécaniques au sein des tissus musculaires
(Whyte et Laughlin 2010). Cette interaction complexe entre les stimuli vasodilatateurs et
vasoconstricteurs permet de maintenir la pression artérielle moyenne stable, au cours de
I’exercice, tout en préservant 1’apport en Oz nécessaire aux muscles actifs (Joyner et Casey
2015). L’activité sympathique limite le débit sanguin au sein des muscles actifs afin d’empécher
que la capacité vasodilatatrice ne dépasse la capacité de pompage cardiaque (Raven 2008). Chez

des sujets agés (> 65 ans) dont le debit cardiaque maximal est réduit avec le vieillissement, le
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débit sanguin au niveau de 1’avant-bras, lors d’un exercice de type « handgrip », est préservé
au niveau de celui mesuré chez les sujets sains et jeunes (< 30 ans) (Donato et al. 2006). A
contrario, dans les mémes populations, le débit sanguin au niveau de 1’artére fémorale commune
est réduit chez les sujets agés lorsque 1’exercice mobilise une masse musculaire importante
(Donato et al. 2006). Ces résultats supposent qu’une activité sympathique accrue est nécessaire
afin de controler la pression artérielle chez les sujets ayant un débit cardiaque maximal alteré
(Poole et al. 2012). Par ailleurs, les agents vasodilatateurs s’opposant a la vasoconstriction
sympathique ont différentes origines, et sont sécrétés localement afin de répondre adéquatement
a la demande métabolique (Hellsten et Nyberg 2015). Au niveau vasculaire, I’endothélium est
la source majeure d’agents vasodilatateurs. Il sécréte notamment le NO, les prostaglandines, et
des facteurs hyperpolarisants, en réponse aux forces de cisaillements exercées sur les parois
vasculaires, et en réponse a des agents chimiques tels que 1’adénosine triphosphate (ATP) et
I’adénosine (Clifford et Hellsten 2004; Murrant et Sarelius 2015). Les cellules musculaires
squelettiques, lors de leur contraction, produisent également des agents vasodilatateurs comme
le NO, I’ATP et I’adénosine, lesquels peuvent agir directement ou indirectement sur le niveau
de contraction des muscles lisses vasculaires se trouvant a proximité (Clifford et Hellsten 2004).
Les érythrocytes, circulant dans le lit vasculaire des muscles actifs, peuvent contribuer a la
vasodilatation en libérant du NO et de I’ATP, a la suite d’'une diminution de la pression partielle
en oxygene, d’une part du pH, et d’autre part de contraintes de déformation au cours de la

contraction musculaire (Singel et Stamler 2005; Ellsworth et Sprague 2012).

Plusieurs mécanismes peuvent participer a la vasodilatation des artéres alimentant les
muscles actifs afin d’assurer 1’apport en O, selon la demande métabolique.

La réponse myogénique correspond a la réponse des muscles lisses vasculaires au
changement de la pression transmurale au sein du lit vasculaire, laquelle survient lors des
variations de pressions artérielles lors de I’exercice (Hellsten et Nyberg 2015). La pression
pulsée, représentant la différence entre les pressions artérielles durant la systole et la diastole,
est augmentée au cours de 1’exercice, en raison de la vasodilatation périphérique en diastole et
de I’¢é1évation du volume d’éjection systolique (Joyner et Casey 2015). La réponse myogénique
comporte trois phases en réponse au changement de pressions au sein de la lumiére des
vaisseaux sanguins (Carlson et al. 2008). Les artérioles se dilatent passivement, lors de
I’augmentation de la pression, induisant subséquemment une constriction myogénique afin de
maintenir la pression artérielle. Au-dela de 140 mmHg, toute élévation supplémentaire de la

pression conduit a une dilatation dépendante de la réponse myogénique. Cette réponse
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myogénique pourrait étre également responsable de la vasodilatation induite par la compression
mécanique résultant de la contraction musculaire. En effet, des artéres isolées de rats, provenant
du soleus, se dilatent a la suite de la répétition de compression mécanique ; cette réponse étant
a la fois dépendante d’une composante endothéliale et non endothéliale (Clifford et al. 2006).

Les contraintes de force générées au cours de I’exercice induisent une vasodilatation
dépendante de 1’endothélium, laquelle est principalement sous 1’influence du NO (Koller et
Bagi 2002; Murrant et Sarelius 2015). Une méta-analyse a montré que la dilatation dépendante
du flux sanguin, au niveau des artéres de conduction, est majoritairement déterminée par la
biodisponibilité du NO (Green et al. 2014). La perfusion d’un inhibiteur de la NO synthase, la
N-monométhyl-L-arginine (L-NMMA), réduit la dilatation dépendante du flux sanguin de 6,5
% a 0,9 % comparativement a la solution saline (Green et al. 2014). Les stimuli mécaniques,
responsables de la production du NO par I’endothélium, sont notamment les contraintes de
cisaillement et la compression périodique exercées sur les parois des vaisseaux sanguins
(Lamontagne et al. 1992). Ce mécanisme impliqué dans la vasodilatation, lors de I’exercice,
survient particulierement dans les artérioles les plus larges, alors que la sensibilité aux
contraintes de cisaillement est moindre dans les artérioles les plus petites (Pohl et al. 2000). Les
artéres de conduction et de résistance sont ainsi sous 1’influence de différents mécanismes au
cours de I’hyperémie a I’exercice. Il existerait une différence entre les cinétiques de débit
sanguin, au niveau de 1’artére fémorale et des capillaires chez des sujets sains, au cours d’un
exercice d’extension de la jambe & intensité modérée (Harper et al. 2006). De ce fait, il semble
que la dilatation dépendante du flux sanguin permettrait la coordination de la réponse vasculaire
a I’exercice (Clifford et Hellsten 2004; Murrant et Sarelius 2015). Au cours de cette réponse,
les artérioles terminales se dilatent en raison de la présence de métabolites émanant du muscle
squelettique. La dilatation de ces artérioles augmente le gradient de pression intravasculaire,
pouvant ainsi conduire a une augmentation du deébit sanguin dans les artéres de conduction
situees en amont.

Un autre mécanisme est en mesure de coordonner la dilatation des arteres de résistance
a celle des arteres de conduction. La vasodilatation conduite est un processus permettant
d’étendre le phénoméne de vasodilatation aux vaisseaux sanguins en amont, lesquels ne sont
pas exposés aux signaux vasodilatateurs chimiques et mécaniques survenant au sein du muscle
squelettique, lors de la contraction (Bagher et Segal 2011). Ce processus de transmission est
dépendant de la présence de I’endothélium, et de la communication intercellulaire entre les
cellules musculaires lisses vasculaires et endothéliales, a travers notamment la propagation de

signaux électriques (Joyner et Casey 2015). Toutefois, chez le hamster, au cours de stimulations
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des fibres musculaires, I’inhibition de la NO synthase atténue la dilatation de la branche
artériolaire alimentant le réseau capillaire étudié, sans altération de la dilatation de I’artériole
proximale (Cohen et al. 2000). Ces résultats impliquent qu’une partie de la transmission du
signal, lors de la vasodilatation conduite, est également dépendante de la biodisponibilité du
NO. Ainsi, ce mécanisme permet aux capillaires, lors de la contraction musculaire, de réguler
leur propre perfusion, en initiant une dilatation a travers plusieurs générations d’artérioles
supérieures, et limitant ainsi le débit sanguin au niveau des fibres musculaires actives (Murrant
et Sarelius 2000). La coordination de la vasodilatation, a travers le lit vasculaire, permet une
diminution des résistances vasculaires, afin de distribuer un débit sanguin élevé vers les
capillaires se situant au sein des muscles actifs au cours de ’exercice (De Wit 2004). Ceci
conduit a la création d’une circulation d’érythrocytes dans la lumiere de capillaires, exposés
initialement & un faible débit plasmatique en condition de repos (Golub et Pittman 2013). Lors
de D’exercice, I’augmentation de la concentration d’érythrocytes dans les tissus permet
d’accroitre I’apport en Oz afin de répondre a la demande métabolique (Sarelius et Pohl 2010).

En lien avec la vasoconstriction sympathique survenant au cours de 1’exercice, la
compression inhérente a la contraction musculaire participe au retour veineux vers le cceur,
contribuant ainsi a maintenir I’augmentation du débit cardiaque (Osada et al. 1999; Sheriff
2010). En raison de la vasodilatation du lit vasculaire au sein du muscle, une proportion accrue
du débit cardiaque est dirigée vers ces tissus, permettant ainsi le maintien de la pré-charge
cardiaque (Sheriff 2010). La compression musculaire au cours de la contraction expulse le sang
du compartiment veineux, ce qui entraine une réduction de la pression veineuse (Laughlin
1987). Celle-ci permet d’étendre le gradient des pressions de perfusion entre le compartiment
artériel et veineux, pouvant ainsi renforcer le débit sanguin distribué aux muscles actifs
(Laughlin 1987). De plus, lors de la phase de relaxation, le muscle réalise un effet de « succion »
au niveau des vaisseaux sanguins (plus particuliérement au niveau des veines) en maintenant
leur diamétre d’ouverture (Joyner et Casey 2015). Ce phénomene contribue également a
augmenter le debit sanguin a travers une élévation de la pression de perfusion. Ainsi, I’effet de
pompage du muscle squelettique, dés le début de 1’exercice, serait responsable de 1’¢1évation
immédiate du débit sanguin (0-5s), tandis que la vasodilatation, se produisant 15-20s apreés
I’initiation de la contraction musculaire, serait davantage dépendante de signaux chimiques
(Tschakovsky et Sheriff 2004; Joyner et Casey 2015).

La majorité des mécanismes responsables de la vasodilatation a I’exercice émane de la
lumiere des vaisseaux sanguins, lesquels se trouvent au sein ou en amont des muscles

squelettiques perfusés. Les métabolites présents dans I’interstitium, qui peuvent étre libérés par

40



le muscle actif, lors de la contraction musculaire, sont également impliqués dans la régulation
du débit sanguin a 1’exercice (Sarelius et Pohl 2010). Les métabolites s’accumulant dans
I’interstitium a I’exercice sont notamment le NO, I’ATP, I’adénosine et les prostacyclines
(Hellsten et Nyberg 2015). Ces composants métaboliques peuvent induire une vasodilatation, a
travers une action directe sur les cellules musculaires lisses ou une interaction avec les cellules
endothéliales, initiant alors une vasodilatation conduite au niveau vasculaire, et une sécrétion
d’agents vasodilatateurs au niveau artériolaire (Sarelius et Pohl 2010). Toutefois, le NO semble
étre un médiateur « central », qui est impliqué dans la réponse des métabolites libérés par le
muscle squelettique dans D’interstitium. Chez des sujets jeunes et sains, la réponse
vasodilatatrice a I’adénosine au niveau de I’avant-bras est inhibée a la suite de la perfusion d’un
inhibiteur de la NO synthase (Martin et al. 2006). Concernant la vasodilatation dépendante de
I’ATP, la perfusion conjointe d’un inhibiteur de la NO synthase réduit le débit sanguin au
niveau de la jambe, sans contribution de 1’adénosine a I’action de I’ATP (Mortensen et al.
2009). L’implication suggérée du NO dans la vasodilatation dépendante de I’ATP semble étre
confirmee par la localisation de récepteurs purinergiques au niveau de 1’endothélium, lesquels
sont activés par ’ATP et peuvent induire une vasodilatation périphérique (Mortensen et al.
2009). Par ailleurs, la réponse vasodilatatrice dépendante des prostacyclines est abolie chez des
sujets jeunes, lorsqu’un inhibiteur de la NO synthase est administré, mais cet effet n’est pas
observé chez des sujets agés (Nicholson et al. 2009). Alors que le vieillissement est associé a
une altération de la fonction endothéliale (Seals et al. 2006), la vasodilatation dépendante des
prostaglandines, libérées par 1I’endothélium, est également dépendante de la biodisponibilité¢ du
NO.
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3. Régulation de la biodisponibilité du NO

3.1 Synthése du NO

3.1.1 Voie enzymatique a travers les NO synthases

Le NO est produit par les enzymes, NO synthase dont il existe trois isoformes : la NOS
neuronale (NNOS), la NOS endothéliale (eNOS), et la NOS inductible (iNOS) (Brown 2001).
Les NOS utilisent comme substrat de la L-arginine, de la nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate sous forme réduite (NADPH), de I’oxygeéne. Elles produisent du NO, de la citrulline
et de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme oxydée (NADP) (Forstermann
et Sessa 2012). La nNOS est largement exprimée dans les muscles squelettiques chez les
mammifeéres (Forstermann et Sessa 2012). Chez I’homme, I’activité et ’expression de la nNOS
sont plus élevées dans les muscles squelettiques comparativement a celles relevées au niveau
du cerveau (Nakane et al. 1993). La eNOS est principalement exprimée dans les cellules
endothéliales (Forstermann et Sessa 2012). Chez le rat, la eNOS est aussi exprimeée au niveau
des muscles squelettiques, sans différence d’expression entre les fibres musculaires a
composante lente, soleus, et & composante rapide, EDL (Kapur et al. 1997). La nNOS et la
eNOS, deux isoformes, sont activées de fagon transitoire afin de réguler les fonctions
physiologiques, a contrario la iINOS est activée continuellement au cours de la réponse

immunitaire en vue de I’élimination des pathogénes (Brown et al., 2001).

Toutes les isoformes de la NOS sont des homodimeres (Forstermann et Sessa 2012). La
formation de I’homodimeére nécessite la fixation de calmoduline et de BH4 afin de stabiliser le
complexe protéique (Kone et al., 2003). Le couplage du domaine réductase d’un monomére de
la NOS avec le domaine oxygénase d’un autre monomeére partenaire est nécessaire afin de
produire du NO (Levine et al., 2012). Chaque monomeére de la NOS contient d’une part, un
domaine oxygénase constitué d’un site de fixation pour la tétrahydrobioptérine (BHa4) et d’autre
part, un site actif ayant une activité enzymatique similaire aux cytochromes P-450. 1l dispose
¢galement d’un domaine réductase composé d’un systéme de transfert d’électrons, lequel fixe
la flavine mononucléotide (FMN), ainsi que la flavine adénine dinucléotide (FAD) (Kone, et
al. 2003). Quand la NOS est formée de facon fonctionnelle, les électrons issus de la NADPH
sont transférés au domaine oxygénase contenant I’héme du cytochrome P-450, par le biais, au

préalable, du complexe FAD et FMN se situant sur le domaine réductase (Forstermann et Sessa
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2012). Ce transfert d’électrons permet a la NOS d’effectuer une double oxydation afin de
former de la L-citrulline et du NO a partir de la L-arginine (Forstermann et Sessa 2012). Les
mécanismes catalytiques amenant a la formation du NO via la voie enzymatique des NO

synthases sont présentés dans la Figure 2.

La eNOS et la nNOS sont activées par I’interaction entre le calcium et la calmoduline,
mais aussi par la phosphorylation a travers différentes protéines kinases (Forstermann et Sessa
2012). La fixation de la calmoduline est déclenchée par une élévation transitoire du niveau
intracellulaire de calcium (Ca?*), qui facilite le transfert d’électrons du domaine réductase d’un
des monomeéres au domaine oxygénase de 1’autre monomeére partenaire (Kone et al., 2003). En
condition de repos, la eNOS et la nNOS sont fixées respectivement a la cavéoline-1 et -3, les
rendant ainsi inactives. Lorsqu’un agoniste comme la bradykinine, responsable de 1’¢lévation
intracellulaire de la concentration du Ca?*, est libéré au cours de 1’exercice (Langberg et al.
2002), la cavéoline se détache de la NOS, facilitant ainsi a la fixation de la calmoduline (Kone
et al., 2003). La stimulation de la production du NO via ce mécanisme a été confirmée par la
diminution de la dilatation dépendante de la bradykinine lors de la perfusion d’un inhibiteur de
la NOS (Kuga et al. 1997). D’autres mécanismes sont responsables de 1’activation des NOS a
I’exercice. Les contraintes de cisaillement exercées par le flux sanguin sur les parois vasculaires
activent la eNOS a travers la phosphorylation de la sérine!*”” induite par la protéine kinase A et

1177

Akt (Forstermann et al., 2012). La phosphorylation de la sérine*'" a pour effet de stimuler le

flux d’¢électrons dans le domaine réductase de la NOS, et d’augmenter la sensibilité de I’enzyme

au Ca?* (McCabe et al. 2000; Fleming et Busse 2003).
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FIGURE 2. Structure et activité catalytique de la NO synthase (NOS)

La NO synthase est pleinement fonctionnelle en tant qu’homodimére. La présence de I’héme est
indispensable a la dimérisation de la NOS et au transfert d’¢lectrons des flavines a I’héme se trouvant sur le
monomere opposé. Les activités catalytiques de la eNOS et de la nNOS sont sous I’influence de 1’élévation
de la concentration calcique (Ca?"), laquelle permet a la calmoduline (CaM) de se fixer au complexe
enzymatique. Lorsque le précurseur, la L-arginine et le co-facteur, la tétrahydrobioptérine (BH.), sont en
quantité suffisante, la NOS en état d’homodimére couple la réduction de ’héme et de 1’02 a la synthese du
NO. La L-citrulline (L-Cit) est formée comme dérivé lors de la synthése du NO. Le transfert d’¢lectrons se
fait du domaine réductase d’un des deux monomeres au domaine oxygénase de I’autre monomere pair. La
formation du NO est réalisée par la NOS a travers deux oxydations successives : I’'une forme N®-hydroxy-L-
arginine, et 1’autre convertit cet intermédiaire en NO. A Dinterface de la dimérisation, une conformation
contenant 1’ion zinc (Zn?") définit le site de fixation du BH4 et de la L-arginine. Une fois fixés, les électrons
issus du domaine réductase sont transférés au fer de 1’héme (Fe®*), permettant ainsi la fixation de 'Oz et la
formation d’espéces ferreuses (Fe?"). Ces espéces ferreuses regoivent un second électron issu du BH4 ou du
domaine réductase. Le BH4 est oxydé en radical trihydrobioptérine (BHs), lequel peut étre recyclé par la NOS
elle-méme ou par la présence d’acide ascorbique. La figure ci-dessus est une version modifiée a partir de

Forstermann et Sessa (2012).
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3.1.2 Voie non enzymatique via la réduction du nitrite (NO2)

Le nitrite (NO2) et le nitrate (NOz") ont longtemps été considérés comme des produits
de I’oxydation du NO, sans aucune implication dans les processus physiologiques (Lundberg
et al. 2008). On considére que les oxydes d’azote (NOx), NO2™ et NOs™ réunis, servent de
réservoir endogene de NO, par le biais de I’augmentation de leur concentration plasmatique.
Néanmoins, une partie des NOx est excrétée par les reins dans ’urine (Gladwin et al. 2005;
Milsom et al. 2012). Dans le compartiment vasculaire, le NO est oxydé par 1’oxyhémoglobine
et I’oxymyoglobine a travers son interaction avec 1’héme fixant 1’0O». Les produits de cette
oxydation donnent successivement du NO2 et du NOs™ (Lundberg et al. 2008). Au niveau
plasmatique, le NO est ensuite rapidement oxyde en NO, en réagissant avec des protéines
contenant du cuivre comme la céruloplasmine, et avec 1’oxygéne (Lundberg et al. 2008; Jensen
2009). Au niveau cellulaire, le NO est réduit en NO2" a travers son auto-oxydation, mais cette

réaction est lente et nécessite la présence de 1’02 (Lundberg et al. 2008).

Par ailleurs, le réservoir endogene de NO peut étre renforcé par I’ingestion d’aliments
riches en NOs™ (Lundberg et al. 2009). Certains végétaux tels que la laitue, les épinards, la
betterave rouge contiennent trois fois plus de NOs™ que la quantité quotidienne produite, de
facon endogene, par I’ensemble des isoformes de la NOS (Lundberg et al. 2009). Récemment,
chez les mammiféres, une voie de synthése du NO via la réduction successive du NOs™ et du
NO;" a été découverte (Gladwin et al. 2005). Les NO3” d’origine alimentaire, une fois ingérés,
sont concentrés dans la salive par le biais des glandes salivaires, puis redirigés dans la cavité
buccale (Gilchrist et al. 2010; Lundberg et Weitzberg 2010). Les concentrations salivaires de
NOs et de NO2™ sont respectivement jusqu’a 20 et 3000 fois supérieures a celles mesurées au
niveau plasmatique (Lundberg et Govoni 2004). Dans la cavité buccale, les NOz salivaires sont
réduits en NO2 par I’action de bactéries sur la langue, lesquelles utilisent le NO3™en tant que
dernier accepteur d’électron lors de la respiration, en licu et place de 1’02 (Gilchrist et al. 2010).
Cette premiere réduction du NOsz™ est indispensable, puisque des rats dont le statut sanitaire
implique 1’absence de bactéries, présentent une production gastrique de NO négligeable aprés
I’ingestion de NOs™ (Sobko et al. 2004). La salive est ensuite avalée, et rejoint le milieu acide
de I’estomac (Lundberg et Weitzberg 2010). La présence d’un milieu acide et d’agents
réducteurs tels que la vitamine C, les polyphénols, issus de I’alimentation, favorise la
production gastrique de NO par dismutation (Lundberg et al. 2008; Lundberg et Weitzberg
2010). Le NO gastrique, une fois oxydé, rejoint le NOs et NOz” non réduits, d’origine
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alimentaire dans la circulation sanguine afin de contribuer au réservoir endogéne vasculaire et
tissulaire de NO (Jensen 2009; Milsom et al. 2012). La synthése du NO, via la réduction du
NO, au niveau vasculaire et tissulaire, fait intervenir différentes voies qui dépendent des
conditions physico-chimiques du milieu telles que le pH, la concentration d’oxygéne et le statut
redox (Gladwin et al. 2005; Lundberg et al. 2008, 2009). La voie de réductions successives du
NOs™ et du NO2™ impliquée dans la formation non enzymatique du NO est présentée dans la

Figure 3.

Au niveau vasculaire, la formation du NO, a partir de la réduction du NO2"
s’effectue a travers la réaction avec 1’hémoglobine (Gladwin et al. 2005; Lundberg et al. 2008).
Cette derniére présente une activité réductase sous forme désoxygénée, et catalyse la réduction
du NO2" en NO au niveau du centre fer de I’héme (Kim-Shapiro et al. 2006). La réduction du
NO2’, par I’activité réductase de 1’hémoglobine, est régulée de facon allostérique, et dépend de
la pression en O et du pH (Kim-Shapiro et al. 2006). L’allostérie correspond aux changements
de configuration de I’hémoglobine, laquelle se présente sous deux états distincts: R et T
(Gladwin et Kim-Shapiro 2008). Ce changement de configuration est également impliqué dans
les capacités de transport et de libération de 1’02 (Gladwin et Kim-Shapiro 2008). La transition
entre les états R et T de I’hémoglobine sont sous ’influence d’effecteurs tels que la 2,3
diphosphoglycérate, le dioxyde de carbone (CO2) et les protons (Gladwin et Kim-Shapiro
2008). Le taux de réduction du NO est déterminé par les propriétés allostériques avec une
réaction 60 fois plus importante sous 1’état R, par rapport a celle sous I’état T (Gladwin et Kim-
Shapiro 2008). Le potentiel redox inférieur et 1I’affinité accrue sous 1’état R sont responsables
de 1’accélération de la réduction du NO2™ (Gladwin et Kim-Shapiro 2008). Toutefois, la
présence d’hémes désoxygénées est nécessaire pour la fixation du NO2 au niveau de
I’hémoglobine (Gladwin et al. 2005). Ainsi, une saturation de 1’hémoglobine en O, a hauteur
de 50 % représente 1’équilibre idéal entre 1’état R et T, lequel contribue a un taux maximal de
réduction du NO2" en NO (Lundberg et al. 2008). L’interaction de 1’hémoglobine et du NO2
dans la production du NO et sa bioactivité ont été confirmées expérimentalement. La perfusion
de NO> induit une vasodilatation au niveau de I’avant-bras, laquelle est associée a la formation
du NO au cours du transit dans 1’artére brachiale (Cosby et al. 2003). Dans cette méme étude,
la formation du NO augmentait, lorsque la saturation de I’hémoglobine en oxygeéne diminuait
(Cosby et al. 2003). Par ailleurs, d’autres voies de synthese du NO, via la réduction du NOz",
existent au niveau vasculaire. La xanthine oxydoréductase est une enzyme responsable, sous

conditions physiologiques normales, de 1’oxydation de 1’hypoxanthine puis de la xanthine en
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acide urique, et de la réduction de I’oxygene en superoxyde et peroxyde d’hydrogene (Cantu-
Medellin et Kelley 2013). Cette enzyme peut produire du NO sous certaines conditions : une
diminution du pH et de la pression en Oz, une augmentation de la concentration de NADH
(Cantu-Medellin et Kelley 2013). En outre, la eNOS semble étre en mesure de produire du NO
a travers la réduction du NO> sous condition hypoxique, en utilisant le NO2~ comme substrat
en lieu et place de 1’02 (Machha et Schechter 2011). Des auteurs ont rapporté une production

significative de NO par la eNOS, via la réduction du NO>™ sous anoxie (Vanin et al. 2007).

Au niveau tissulaire, la formation du NO, par le biais de la réduction du NO2,
s’effectue par I’interaction avec la myoglobine, et s’avere inhiber la respiration mitochondriale
dans des tissus issus du cceur et du foie de rats (Shiva et al. 2007). Cette inhibition apparait
uniquement lorsque la myoglobine et le NO2 sont ajoutés conjointement aux tissus isolés
(Shiva et al. 2007). Ce résultat confirme le r6le de la myoglobine dans la bioactivation du
NOy". La réduction du NO2" en NO par la myoglobine suit la méme équation que celle de
I’hémoglobine, et nécessite également la présence de protons et d’une faible saturation en O>
(Kamga et al. 2012). La myoglobine possede une grande affinité a 1’0 et un faible potentiel
redox similaire a celui de 1’état R de I’hémoglobine, et n’est pas régulée de fagon allostérique
(Gladwin et Kim-Shapiro 2008; Kamga et al. 2012). L’ensemble de ces propriétés confere a la
désoxymyoglobine un taux de réduction du NO2 en NO 30 fois plus rapide par rapport a celui
de la désoxyhemoglobine (Lundberg et al. 2008). En outre, la xanthine oxydoréductase est
exprimée dans certains tissus humains, et semble contribuer aussi a la réduction du NO2 en NO
au niveau tissulaire (Curtis et al. 2012). L’inhibition de la xanthine oxydoréductase altére les
effets protecteurs du NO>™ sur les dommages induits par 1’ischémie/reperfusion au niveau du
ceeur, ceci est accompagné d’une diminution de la production du NO (Webb et al. 2004). En
outre, la mitochondrie possede une activité réductase en mesure de réduire le NO2 en NO, a
travers différents mécanismes (Shiva 2010). La réduction du NO2™ peut survenir au niveau de
la chaine de transport des électrons, et plus particulierement, via le complexe mitochondrial I,
et nécessite la présence de substrats respiratoires (Nohl et al. 2000). La génération du NO peut
également prendre place au niveau du complexe 1V, en présence de cytochrome ¢ et d’un faible
pH (Castello et al. 2006). La concentration de 1’02 est déterminante dans la fixation du NO2 au
niveau de la cytochrome c oxydase, ou ces deux molécules partagent le méme site de liaison
(Shiva 2010). Le cytochrome c, indépendamment du complexe IV, est aussi en mesure de
réduire le NO2 en NO sous anoxie et faible pH (Basu et al. 2008). Cette réaction nécessite la

fixation du cytochrome ¢ a la membrane interne de la mitochondrie (Basu et al. 2008).
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Néanmoins, la capacité de réduction du NO2 au sein d’un tissu serait déterminée par son activité
métabolique et son contenu en NO>™ (Curtis et al. 2012). Les voies de réduction impliquées
seraient, quant a elles, dépendantes de I’expression des protéines dans le milieu et de la pression
en Oz (Curtis et al. 2012).
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FIGURE 3. La circulation entero-salivaire du nitrate chez I’homme.

Le nitrate (NOz") ingéré d’origine alimentaire est rapidement absorbé par I’intestin gréle.
Alors qu’une grande partie du NO3’ circulant est excrétée par les reins dans 1’urine, jusqu’a 25
% sont captés activement par les glandes salivaires et concentrés dans la salive. Dans la cavité
buccale, des bactéries commensales réduisent effectivement le NOz™ en nitrite (NO2) via
I’action d’enzymes disposant d’une activité réductase. La présence de ces bactéries est requise
pour la réduction du NOz  en NO>" chez le mammifére, puisque ce dernier n’est pas en mesure
de réaliser cette réaction. Dans le milieu acide de I’estomac, le NO2™ est rapidement transformé
en NO eten d’autres dérivés d’oxydes d’azote. Les NO3 et NO2  restants ou issus de I’oxydation
du NO au niveau gastrique sont absorbés par 1’intestin et rejoignent le réservoir sanguin de NO3
et NO2". Au sein des vaisseaux sanguins, le NO2™ peut étre converti en NO a travers sa réaction
avec I’hémoglobine désoxygénée, et peut contribuer ainsi a la régulation du débit sanguin
périphérique en participant a la vasodilatation, notamment sous condition hypoxique. La figure

ci-dessus a été adaptée a partir de Lundberg et al. (2008).

48



3.2 Inhibition endogene du NO : implication de ’ADMA

La diméthylarginine asymétrique est un inhibiteur endogene de la nNOS et la eNOS
(Cardounel et al. 2005, 2007). La formation de I’ADMA résulte de la méthylation post-
traductionnelle de protéines contenant des résidus L-arginine (Morales et al. 2016). Au cours
de la méthylation, un groupement méthyle est ajouté a I’atome d’azote terminal du groupement
guanidine de la L-arginine par les enzymes, protein arginine methyltransferases (PRMTS)
(Morales et al. 2016). Il existe deux isoformes de PRMTs qui synthétisent les méthylarginines.
La PRMT de type | (PRMT-I) produit la L-NMMA et ’ADMA, tandis que la PRMT de type II
synthétise la L-NMMA et la diméthylarginine symétriqgue (SDMA) (Pope et al. 2009). La
méthylation des protéines contenant des résidus L-arginine est une modification post-
traductionnelle importante, et contribue notamment a la régulation de la transcription de I’ ADN,
de la fonction de certaines protéines, et la signalisation cellulaire (Pope et al. 2009). La PRMT-
I est principalement exprimée dans 1I’endothélium, le cceur et les muscles lisses au niveau du
systeme cardiovasculaire (Vallance et Leiper 2004). Son activité est stimulée dans
I’endothélium, d’une part par les contraintes de cisaillement exercées par le flux sanguin, et
d’autre part par les lipoprotéines de faible densité (LDL) et les LDL oxydées (Wilcken et al.
2007). L’ensemble de ces stimuli conduit ainsi a une augmentation de la formation de ’ADMA
(Wilcken et al. 2007). Une fois les residus L-arginine méthylés, ’ADMA et les autres
méthylarginines sont libérées dans les cellules au cours de la protéolyse (Pope et al. 2009).
L’inflammation et le remodelage des tissus survenant dans les pathologies cardiovasculaires
sont associées a une augmentation de la dégradation des protéines par I’autophagie et par une
activité accrue des protéasomes. Ces derniéres peuvent étre ainsi ’une des sources de
I’élévation de la concentration plasmatique de I’ADMA (Liu et al. 2016). Dans des cellules en
culture, I’inhibition de I’activité des protéasomes et le blocage du processus d’autophagie

réduisent significativement le niveau intracellulaire de ’ADMA (Shirakawa et al. 2011).

Toutefois, d’autres voies de synthese de I’ADMA ont été mises en évidence récemment.
La perfusion de L-arginine chez des enfants entraine de fagon aigue une élévation des
concentrations plasmatiques de la L-arginine et de I’ADMA, laissant supposer qu’une partie de
I’ADMA pourrait étre formée a partir de L-arginine libre, et non fixée aux protéines
(Kayacelebi et al. 2015). En outre, dans une population de sujets sains, agés entre 40 et 70 ans,
la consommation de thé et de végétaux est inversement corrélée avec le niveau plasmatique de

I’ADMA, et ce indépendamment de 1’age, du sexe, de I’indice de masse corporelle, et de
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parameétres diététiques et biochimiques (Goralczyk et al. 2012). Selon Servillo et al. (2013),
certains aliments tels que la farine de féves et de blé, les poivrons et les pommes de terre
contiennent un niveau de méthylarginines dont I’ADMA, substantiellement supérieur a celui
mesuré dans le plasma des sujets sains. Ainsi, I’alimentation a travers la consommation de
certains fruits, végetaux et farines pourraient contribuer également a I’augmentation de la

concentration plasmatique de I’ADMA.

Alors que ’ADMA a été pour la premicre fois isolée chez I’homme dans 1’urine
(Kakimoto et Akazawa 1970), 1’élimination de I’ADMA par ’excrétion rénale ne représente
qu’au maximum 20 % de sa dégradation totale (Achan et al. 2003). La majorité de ’ADMA
produite (= 60 mg/ jour, Bode-Béger et al. 2007) est éliminée par 1’enzyme diméthylarginine
diméthylaminohydrolase (DDAH) principalement aux niveaux rénal et hépatique (Achan et al.
2003). Les deux isoformes de DDAH (type | et type 11) sont exprimées dans le foie et les reins,
et catalysent I’hydrolyse de I’ADMA en L-citrulline et diméthylamine (Wilcken et al. 2007).
La DDAH-I est exprimée en grande partie dans les tissus exprimant la nNOS, tandis que la
DDAMH-11 est présente majoritairement dans les tissus exprimant la eNOS (Leiper et al. 1999).
Ainsi, le DDAH-2 aurait un réle majeur dans la régulation du niveau de I’ADMA dans le coeur
et les vaisseaux sanguins, alors que la DDAH-1 contribuerait principalement a la dégradation
de I’ADMA dans les tissus neuronaux (Liu et al. 2016). Néanmoins, le foie semble étre I’organe
notable dans le maintien d’un niveau stable de concentration plasmatique de I’ADMA, avec
une extraction hépatique quotidienne du foie, 700 fois supérieure a la quantit¢t d’ADMA
contenue dans le plasma (Nijveldt et al. 2003; Wilcken et al. 2007). Parmi les différentes
isoformes de la DDAH, la type | est majoritairement impliquée dans la régulation de la
concentration plasmatique d’ADMA, avec un taux de dégradation de I’ADMA 70 fois plus
importante que celui de la DDAH-2 (Pope et al. 2009). Le blocage de la DDAH-2 n’a pas
d’effet sur la concentration plasmatique d’ADMA, mais réduit la relaxation dépendante de
I’endothélium de 40 % (Wang et al. 2007). Ces observations supposent une régulation complexe
de ’ADMA entre le milieu intracellulaire et extracellulaire, pouvant particulierement affecter
I’action de I’ADMA sur la biodisponibilité du NO. Par ailleurs, d’autres voies métaboliques
sont capables de dégrader les méthylarginines, sachant qu’une diminution de 1’expression de la
DDAH-1 et -2 de plus de 80 %, ne supprime pas totalement le métabolisme des méthylarginines
(Pope et al. 2009). L’ ADMA peut également étre métabolisée par I’enzyme, alanine-glyoxylate

aminotransférase 2 (AGXT2), et sa transamination donne 1’alpha-keto-delta-(N®, N°-
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diméthylguanidine) acide valérique (DMGV), laquelle est excrétée par les reins (Rodionov et
al. 2014).

L’ADMA semble principalement agir & travers son action d’inhibition de la NOS, en
entrant en compétition avec le précurseur, L-arginine (Cooke 2000). Cette inhibition a été
confirmée expérimentalement lors de la perfusion d’ADMA chez des sujets sains, a des doses
correspondant aux concentrations plasmatiques rencontrées chez les patients ayant une
pathologie cardiovasculaire (Kielstein et al. 2004). L’ADMA cause une augmentation de la
résistance vasculaire et une diminution du débit cardiaque, tous deux accompagnées d’une
concentration moindre de guanosine monophosphate cyclique (cGMP), le principal messager

du NO impliqué dans le processus de vasodilatation (Kielstein et al. 2004).

La concentration plasmatique d’ADMA mesurée dans des populations saines est
comprise entre 0,29-0,63 umol/L, et augmente avec le vieillissement (Blackwell et al. 2007).
La concentration plasmatique d’ADMA est au minimum 2 fois plus importante chez les sujets
a risque cardiovasculaire, et jusqu’a 9 fois supérieure chez les patients ayant une insuffisance
rénale, comparativement aux valeurs observées chez les sujets sains (Cooke 2004). En outre,
I’accumulation d’ADMA dans le milieu intracellulaire s’accroit & un niveau 3 a 7 fois supérieur
a la dose d’ADMA incubée dans des cellules endothéliales (de 0,5umol & 10 umol, Cardounel
et al. 2007). Le contenu intracellulaire de L-arginine s’exprime en mmol, alors que la constante
de Michaelis pour ce substrat est de 2,9 umol/L, ce qui est 25 a 30 fois supérieur aux niveaux
plasmatiques de L-arginine rapportés chez des populations saines et pathologiques (Bode-
Boger et al. 2007). A contrario, malgré des niveaux intracellulaires moindres, I’ADMA présente
un potentiel d’inhibition fonctionnelle de la NOS avec une constante d’inhibition (Ki) de 0,9
umol/L (Cardounel et al. 2007). Ces resultats confortent le concept du «paradoxe de la L-
arginine » : la supplémentation en L-arginine est en mesure d’augmenter la biodisponibilité du
NO, alors que la L-arginine endogene est déja en quantité suffisante pour saturer ’activité de
I’ensemble des isoformes de la NOS (Bode-Boger et al. 2007). Ainsi, I’ADMA pourrait inhiber
30 a 70 % de la synthése du NO, lorsque sa concentration plasmatique atteint des niveaux

observés chez des populations pathologiques ou a risque cardiovasculaire (Wilcken et al. 2007).

L’ADMA apparait comme la méthylarginine ayant le plus grand potentiel d’inhibition
de la NOS in vivo, au vu de ces niveaux de concentrations plasmatiques. La SDMA ne
représente que 50 % du niveau de la concentration plasmatique d’ADMA, avec des limites
comprises entre 0,23 et 0,53 umol/L (Schwedhelm et al. 2011). Bode-Béger et al. (2006)
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montrent que I’incubation de SDMA dans le milieu de cellules endothéliales diminue, de fagon
dose dépendante, la synthése de NO, en limitant 1’apport de L-arginine a la NOS. Les
méthylarginines partagent le méme processus de transport transcellulaire avec la L-arginine,
par I’intermédiaire des transporteurs d’acides aminés cationiques (CATS), pouvant ainsi faire
émerger une compétition dans les échanges intra- et extra-cellulaires entre la L-arginine et les
méthylarginines (Teerlink et al. 2009). La L-NMMA est aussi capable d’inhiber directement la
synthése du NO a travers la eNOS et la nNOS (Cardounel et al. 2005, 2007), mais sa
concentration plasmatique est 10 fois inférieure a celle de ’ADMA (Vallance et al. 1992). Par
ailleurs, I’ADMA altére aussi la synthése du NO, indépendamment de son inhibition directe de
la NOS, et de sa compétition avec la L-arginine pour I’entrée dans le milieu intracellulaire.
L’incubation de ’ADMA dans des artérioles isolées de muscle de rat élimine la dilatation
dépendante du NO, et augmente le tonus basal des muscles lisses, lequel résulte d’une
production accrue d’anions superoxydes (O2’) (Toth et al. 2007). L’ O réduit la biodisponibilité
du NO, en I’inactivant a travers sa réaction avec le NO, donnant comme produit le peroxynitrite
(ONOO") (Forstermann et Sessa 2012). L’ADMA est aussi négativement associée a la
phosphorylation de la eNOS au niveau de la Sérine!'’” dans I’aorte de souris saines aprés une
néphrectomie (Kajimoto et al. 2012). Les souris surexprimant la DDAH-1, la principale enzyme
métabolisant I’ ADMA, présentent une phosphorylation de la Sérine'!’” de la eNOS non altérée,

et un niveau d’ADMA réduit apres la méme intervention (Kajimoto et al. 2012).

En conclusion, une augmentation de la concentration plasmatique d’ADMA, a des
niveaux atteints dans des pathologies cardiovasculaires, peut conduire a une diminution de la

biodisponibilité du NO a travers les différents mécanismes cellulaires décrits précédemment.
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4, Biodisponibilité du NO dans le cadre de I’exercice

4.1 Effets de la supplémentation en NO3™ dans le cadre de I’exercice

La supplémentation en NO3z permet d’augmenter les concentrations plasmatiques de
NOgz" de plus de 10 fois et de NO>™ de plus de 3 fois, 30 min et 90 min aprées 1’ingestion de sels
de nitrate (NaNOs), respectivement (Lundberg et Govoni 2004). Concernant la
pharmacocinétique, la supplémentation en NaNOs ou en jus de betterave rouge, riche en
NOs", conduit & une élévation maximale de la concentration plasmatique de NO3 et de NO',
environ 1h30 et 3h apres 1’ingestion, respectivement (Webb et al. 2008; Govoni et al. 2008). La
pharmacocinétique de la supplémentation en NOs influe sur sa pharmacodynamique, de sorte
que la dose du traitement et le temps de la prise de mesure interagissent sur la réduction de la
pression artérielle systolique et diastolique apres une supplémentation en jus de betterave rouge
(Wylie et al. 2013a). Ainsi, 1’apport de NO3™ d’origine alimentaire permet effectivement
d’¢lever le réservoir endogéne de NO dans le compartiment vasculaire, en augmentant la
concentration plasmatique de NO3 et NO2". La réduction finale du NO2 peut prolonger la
biodisponibilité du NO, notamment sous condition hypoxique et de pH faible (Jensen 2009).
En outre, alors que ce sont surtout le sang et le foie qui sont considérés comme les sites
contribuant majoritairement au métabolisme du NO, une concentration intramusculaire élevée
de NOgz"a été trouvée dans les muscles de rats et de souris. Ces auteurs ont ainsi suggére que le
muscle squelettique servirait de réservoir de NO3", lequel pouvant étre réduit directement en
NOz" puis en NO, ou contribuer aux niveaux plasmatiques de NO3z™ (Piknova et al. 2015). Chez
I’homme, une étude récente rapporte une concentration basale de NO3z™ au niveau musculaire
supérieure a celle mesurée au niveau plasmatique chez des sujets sains jeunes et agés, ainsi que
chez des individus ayant un diabéte de type 2 (Nyakayiru et al. 2017b). Dans cette méme étude,
I’ingestion de NaNOs induit une élévation de la concentration plasmatique du NO3s™ et NO2
chez les diabétiques de type 2, mais également une augmentation de la concentration
intramusculaire du NOs™ comparativement au traitement placebo (Nyakayiru et al. 2017b). Ces
observations supportent I’apport en NO3 d’origine alimentaire en tant qu’une voie alternative
de synthese du NO. Par ailleurs, la conversion effective du NO2™ en NO, au cours de I’exercice,
a éte confirmée par une élévation de la consommation du NO: et de la production
d’hémoglobine nitrosylée, un index de formation du NO au niveau vasculaire (Hon et al. 2016).
Cette réduction du NO2 en NO est accompagnée d’une augmentation du débit cardiaque et

d’une réduction de la pression artérielle moyenne, qui sont attribuées a une vasodilatation
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systémique induite par la perfusion de NO> (Hon et al. 2016). Ainsi, le NO2™ apparait étre

fonctionnel dans le renforcement de la bioactivité du NO dans le cadre de I’exercice.

Une faible disponibilité en O limite la capacité a soutenir la dépense énergétique a
I’exercice dans différentes conditions, telles que les pathologies cardiovasculaires,
I’environnement hypoxique ou chez les athlétes lorsque leur capacité maximale de transport de
1’03 est atteinte lors de I’exercice d’intensité élevee (Maltais et al. 1996; Amann 2012; Poole
et al. 2012). Comme susmentionné, la production de NO via la NO synthase dépend de la L-
arginine et de la pression en Og, et peut étre en conséquence limitée sous hypoxie (FOrstermann
et Sessa 2012). En revanche, la formation de NO via la réduction du NO2™ est renforcée par la
désoxyhémoglobine et la désoxymyoglobine en condition hypoxique (Cosby et al. 2003; Shiva
et al. 2007), et sa production est dépendante du pH (Modin et al. 2001). De telles conditions
peuvent étre réunies au sein du muscle actif. En raison de ses caracteéristiques, la réduction du
NO2 en NO est apparue comme une voie de signalisation impliquée dans la vasodilatation en
condition acido-hypoxique, et dans la régulation de la respiration mitochondriale (Brown 2001;
Gladwin et al. 2005; Lundberg et al. 2008). La disponibilité en Oz pour les muscles actifs est
déterminée par 1’équilibre entre 1’apport et I’utilisation de 1’0z au niveau tissulaire. Ces 2
derniers facteurs peuvent étre sérieusement altérés dans certaines pathologies chroniques
comme 1’insuffisance cardiaque (Poole et al. 2012). Toutefois, les moyens pharmacologiques
ou nutritionnels capables de réduire la demande métabolique au repos ou a I’exercice sont

limités (Larsen et al. 2007).

4.1.1 Effets de la supplémentation en NO3™sur le colt en Oz a [’exercice

De nombreuses études ont rapporté une diminution du colt en Oz a la suite d’une
supplémentation en NO3™ au cours d’un exercice d’intensité modérée (Larsen et al. 2007; Bailey
et al. 2009, 2010; Vanhatalo et al. 2010; Larsen et al. 2011a; Lansley et al. 2011b; Cermak et
al. 2012; Wylie et al. 2013a; Bond et al. 2014; Carriker et al. 2016; Wylie et al. 2016b), élevée
(Larsen et al. 2007; Cermak et al. 2012; Muggeridge et al. 2013; Bond et al. 2014; Carriker et
al. 2016) et difficile (Larsen et al. 2007; Bailey et al. 2010; Lansley et al. 2011b; Bond et al.
2014) chez des sujets jeunes et sains. Une réduction du VO, au cours de ’exercice, a une

intensité modérée, a également été observée a la suite d’une alimentation riche en NO3
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comparativement a un apport alimentaire pauvre en NO3z  (Porcelli et al. 2016). Une
amélioration de I’efficience musculaire a la suite de la supplémentation en NO3™ peut étre due
a une diminution du codt en O3 de la resynthése de 1’adénosine triphosphate (ATP) (Larsen et
al. 2011a) et/ou a une réduction du codt en ATP de la contraction musculaire (Bailey et al.
2010). L’efficience mitochondriale est étroitement liée au non couplage de la respiration
mitochondriale, ou la fuite de protons de [’espace intermembranaire vers la matrice
mitochondriale conduit a une dissipation de 1’énergie, non couplée a la synthése d’ATP (Brand
2005). La respiration non couplée représente jusqu’a 20-25% du métabolisme basal ; elle peut
étre augmentée lors de I’exercice et représentée jusqu’a 35 % du VO, (Brand 2005). D’un point
de vue mécanistique, le NO réduit la fuite des protons au niveau des complexes mitochondriaux,
augmentant ainsi 1’efficience de la phosphorylation oxydative (Clerc et al. 2007). Le NO> ™ seul
peut servir comme accepteur final d’électron dans la chaine respiratoire mitochondriale,
réduisant ainsi le besoin en O2 pour la resynthése d’ATP (Basu et al. 2008). En outre, une
supplémentation en NaNOs™ de 3 jours réduit le VO, a I’exercice sous-maximal, chez des sujets
jeunes et sains (Larsen et al. 2011a). Cette réduction du col(t en O2 est corrélée a une
augmentation de la production d’ATP par molécule d’O2 consommé, production mesurée in
vitro & partir de biopsies musculaires (Larsen et al. 2011a). L’efficience mitochondriale
rapportée est liée & une diminution de I’expression de protéines impliquées dans la conductance
des protons a travers la membrane interne mitochondriale (Larsen et al. 2011a). Toutefois, une
supplémentation en jus de betterave rouge de 7 jours diminue la VO, durant 1’exercice
d’intensite élevée chez des sujets jeunes et sains, sans aucun effet sur les marqueurs principaux
de I’efficience mitochondriale (Whitfield et al. 2016). Ainsi, la supplémentation en jus de
betterave rouge peut améliorer I’efficience musculaire, indépendamment d’une modulation de
la respiration mitochondriale. Une réduction du colt en ATP de la contraction musculaire
pourrait limiter I’accumulation de métabolites, comme I’ADP et le Pi, lors de ’exercice,
contribuant ainsi a diminuer la stimulation de la phosphorylation oxydative (Brown 1992; Bose
et al. 2003). Une supplémentation en jus de betterave rouge de 6 jours diminue le VO, et la
dégradation de la créatine phosphate (PCr) lors d’extensions de la jambe a intensité modérée et
difficile (Bailey et al. 2010). Ces effets sont accompagnés d’une diminution du renouvellement
de I’ATP au sein du muscle, avec une réduction de 1’accumulation d’adénine diphosphate
(ADP) et de phosphate inorganique (Pi) au cours des exercices (Bailey et al. 2010). Les
structures engagées dans D’amélioration de [D’efficience contractile a la suite de la

supplémentation en NO3™ ne sont pas encore identifiées. Dans le muscle squelettique, I’ATP
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produite lors de la contraction musculaire sert a différents processus physiologiques :
I’interaction actine-myosine, la recaptation du Ca?" par le réticulum sarcoplasmique, et le
maintien de la polarité membranaire a travers les pompes sodium-potassium (Barclay et al.
2007). La reduction du colt en Oz et les mécanismes susceptibles d’en étre responsables

peuvent étre également impliqués dans ’amélioration de la tolérance a 1’effort.

4.1.2 Effets de la supplémentation en NO3 sur la tolérance a ’effort

La supplémentation en jus de betterave rouge améliore la tolérance a 1’effort, pour des
exercices d’intensité difficile, chez des sujets jeunes et sains (Bailey et al. 2009, 2010; Lansley
et al. 2011b; Wylie et al. 2013a; Kelly et al. 2013b; Breese et al. 2013). L’amélioration de la
tolérance a 1’effort pourrait résulter d’une stabilité métabolique renforcée (Grassi et al. 2011),
induisant ainsi une réduction des perturbations métaboliques, et une augmentation de la
résistance a la fatigue (Allen et al. 2008). La supplémentation en jus de betterave rouge peut
réduire les perturbations métaboliques, a travers D’atténuation de la dégradation de
phosphocréatine (PCr), de 1’accumulation de Pi et de la chute de pH, au cours d’un exercice
d’intensité difficile en condition hypoxique (Vanhatalo et al. 2011). En outre, la
supplémentation en betterave rouge diminue I’amplitude de la composante lente de PCr (Bailey
et al. 2010), et du VO,, lors de I’exercice d’intensité difficile (Bailey et al. 2009, 2010). La
composante lente du VO, apparait dans des domaines d’intensité d’élevée a difficile, et
correspond a ’atteinte d’un VO, supérieur a celui prédit (Jones et Poole 2005). L apparition de
cette composante lente coincide temporellement avec le recrutement additionnel de fibres
musculaires (Krustrup et al. 2004). Ce recrutement peut étre le reflet d’une diminution de
I’efficience musculaire avec I’augmentation de I’intensité de I’exercice (Jones et Poole 2005).
La diminution de la dégradation de la PCr et de I’amplitude de la composante lente du VO,
pourraient étre des phénoménes manifestant une amélioration de la stabilit¢ métabolique,
laquelle contribuerait a une élévation de la tolérance a 1’effort (Grassi et al. 2011). L’équilibre
entre I’apport et I’utilisation de 1’O> peut maintenir la stabilité mitochondriale, en préservant le
fonctionnement de la phosphorylation oxydative (Grassi et al. 2011). Chez le rat, la perfusion
du muscle avec du sel de nitrite (NaNO_) augmente 1’équilibre entre 1’apport et 1’utilisation de
1’02, conduisant a une élévation de la pression en O, au niveau microvasculaire au repos, et a

une atténuation de sa baisse au début de la contraction musculaire (Colburn et al. 2017). Chez
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1’homme, la supplémentation en betterave rouge diminue la composante lente du VO, au cours
de I’exercice d’intensité élevee, chez des sujets jeunes et sains (Breese et al. 2017). Cette baisse
est corrélée négativement a une augmentation de 1’extraction en Oz et du volume sanguin, a
travers les différents vastes du quadriceps (Breese et al. 2017). Ces résultats montrent que la
supplémentation en NO3s est en mesure d’élever la disponibilité en O afin d’obtenir un meilleur
équilibre entre I’apport et 1’utilisation de 1’O.. Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables
de I’augmentation de la disponibilité en O2. La respiration mitochondriale peut étre inhibée par
la fixation du NO au niveau du complexe IV de la chaine respiratoire (Brown 2001).
L’inhibition de la respiration mitochondriale permet d’étendre le gradient de pression en Oz au
sein du muscle, a travers I’inhibition des fibres musculaires proches des capillaires (Shiva
2010). L’augmentation de la diffusion de 1’02 vers les fibres musculaires les plus profondes
permet d’accroitre la quantité d’ATP produite sur une plus large densité¢ de mitochondries
(Shiva 2010). La supplémentation en NOs™ peut aussi contribuer a 1’¢1évation de la disponibilité
en O, a travers une augmentation de la perfusion musculaire au sein des muscles actifs. Une
supplémentation en jus de betterave rouge de 5 jours permet de restaurer la perfusion musculaire
et la tolérance a I’effort, chez des sujets jeunes et sains au cours de I’exercice, lorsque la pression
de perfusion au niveau des muscles actifs est altérée (Bentley et al. 2017). De plus, une prise
aigue de jus de betterave rouge réduit I’activité sympathique centrale au repos et au cours de
I’exercice, chez des sujets jeunes et sains ayant une tension artérielle dans les normes attendues
(Notay et al. 2017). Ainsi, la supplémentation en NOgz™ induit les effets hémodynamiques
attribués a une augmentation de la biodisponibilité du NO, notamment par le biais d’une
vasodilatation périphérique et d’une sympatholyse centrale. Par conséquent, une augmentation
du débit sanguin et/ou un meilleur couplage entre 1’apport et ’utilisation de 1’02 pourraient
renforcer la stabilité métabolique, en augmentant la disponibilité en Oz (Zoladz et al. 2006),
retardant ainsi le développement du processus de fatigue musculaire.

4.1.3 Effet de l'aptitude aérobie sur les propriétés ergogéniques de la

supplémentation en NO3

Plusieurs études ne rapportent pas de réduction du codt en O; lors d’exercices d’intensité
sous-maximale a la suite d’une supplémentation en NO3z  comparativement au traitement
placebo (Peacock et al. 2012; Christensen et al. 2013; Breese et al. 2013; Thompson et al. 2014;
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Boorsma et al. 2014; MacLeod et al. 2015; Sandbakk et al. 2015; Nyakayiru et al. 2017c;
Nybéack et al. 2017). L’absence d’effets de la supplémentation en NO3™ est principalement
observée dans des populations de sujets entrainés en endurance, présentant un VO, ., compris
entre 60 et 80 mL.mint.kg? (Peacock et al. 2012; Christensen et al. 2013; Boorsma et al. 2014;
MacLeod et al. 2015; Sandbakk et al. 2015; Nyakayiru et al. 2017c; Nybéack et al. 2017).
Porcelli et al. (2015) montrent que I’aptitude aérobie altére I’effet ergogénique de la
supplémentation en NO3™ dans une population d’individus ayant un VO,,,.x COMPpris entre 28,2
et 81,7 mL.mint.kg® Aprés une supplémentation de 6 jours de NaNOs, le VO, st
négativement corrélé avec la réduction du codt en Oz au cours de I’exercice d’intensité modérée,
et avec la performance realisée a un contre-la-montre de 3 km (Porcelli et al. 2015). Les sujets
ayant une aptitude aérobie élevée ont également une réponse moindre a la supplémentation en
NOs" au niveau de la concentration plasmatique de NOs™ et NO2™ (Porcelli et al. 2015). Carriker
et al. (2016) rapportent une réduction du colt en Oz lors d’exercices d’intensités inférieures a
60 % du VO,,,.x, chez des sujets ayant une aptitude aérobie faible (VO,yax < 45 mL.min"t.kg"
1y, aprés une supplémentation en jus de betterave rouge de 4 jours. Aucun changement au niveau
du VO, n’était observé chez des sujets ayant une aptitude aérobie élevée (VO > 60 mL.min’
1 kg™, a la suite de la méme supplémentation (Carriker et al. 2016). Plusieurs hypothéses ont
été avancées afin d’expliquer I’absence d’effet de la supplémentation en NOgz™ chez les sujets
présentant une aptitude aérobie élevée. Les athlétes ont des niveaux plasmatiques de NO3™ et de
NO2" au repos supérieurs a ceux mesurés chez les sujets sédentaires (Jungersten et al. 1997;
Totzeck et al. 2012). Ce réservoir endogene accru de NOs™ et de NO2™ chez les sujets présentant
une aptitude aérobie élevée pourrait diminuer leur sensibilité a la supplémentation en NO3", ou
nécessiter des modalités de traitement différentes de celles qui sont fonctionnelles chez les
sujets sédentaires ou modérément entrainés. Les adaptations physiologiques liées a
I’entrainement en endurance peuvent également limiter la survenue d’un environnement
hypoxique et acide dans le muscle actif, lequel est propice a la réduction du NO2" en NO.
L’entrainement en endurance accroit la densité des capillaires dans les fibres musculaires de
types 1 et 2, et augmente la capacité oxydative des fibres de type 2 (Jensen et al. 2004; Hopker
et al. 2009). Les sujets entrainés en endurance présentent une distribution du débit sanguin plus
homogeéne au cours de 1’exercice par rapport aux individus sédentaires (Kalliokoski et al. 2001).
Une architecture vasculaire optimale et un contr6le neural précis du débit sanguin a la suite de
I’entrainement peuvent contribuer a une réduction de la quantité de sang distribué dans les

muscles non actifs (Hellsten et Nyberg 2015). Ainsi, une meilleure disponibilité en O, au niveau
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musculaire, émanant d’adaptations a I’entrainement, pourrait favoriser la production de NO a
travers la NO synthase, dont 1’activité dépend de 1’02 (Forstermann et Sessa 2012). Cette
hypothése est soutenue par 1I’augmentation du contenu protéique de eNOS et de nNOS, trouvée
chez des sujets sédentaires a la suite d’un programme d’entrainement (Frandsen et al. 2000;
McConell et al. 2007). Toutefois, les effets de la supplémentation en NO3™ semblent étre
possibles chez des sujets entrainés, présentant une aptitude aérobie élevée, lorsque I’exercice
est réalisé dans des conditions favorisant la réduction du NO2™ en NO. Shannon et al. (2016)
rapportent une réduction du VO, lors d’un exercice d’intensité modérée, et une amélioration de
la performance a un contre-la-montre de 1500 m sous condition hypoxique apres une
supplémentation en jus de betterave rouge, chez des sujets ayant une large distribution de
VO,max, COMpris entre 47,1 et 76,8 mL.min?.kg>. Aucune relation n’est observée entre le
niveau de VO,p,., et I’amélioration de la performance suivant la supplémentation en jus de

betterave rouge (Shannon et al. 2016).

4.1.4 Effets de la supplémentation en NOs™ sur [’exercice d’intensité

supramaximale

Les effets ergogéniques des supplémentations en NOs™ ont également été étudiés lors
des exercices intermittents d’intensité supramaximale, notamment les répétitions de sprint. Les
études ont donné lieu & des résultats contradictoires. Plusieurs études ont montré une
amélioration de la performance lors d’exercices intermittents d’intensité supramaximale a la
suite d’une supplémentation en jus de betterave rouge, chez des sujets pratiquant des sports
collectifs (Wylie et al. 2013b; Thompson et al. 2015; Aucouturier et al. 2015; Wylie et al.
2016a; Thompson et al. 2016; Nyakayiru et al. 2017a). Cependant, deux autres études ne
rapportent pas d’effet de la supplémentation en jus de betterave rouge sur la performance au
cours d’exercices intermittents supramaximaux, 1’une chez des athlétes de sports collectifs
(VOymax : = 53 mL.mint.kg™) (Martin et al. 2014), et 1’autre chez des cyclistes bien entrainés
(VOymax : = 72 mL.min™.kg™?) (Christensen et al. 2013). L’exercice intermittent supramaximal
entraine un recrutement substantiel des fibres musculaires de type 2, selon le principe de la
taille de Henneman (Krustrup et al. 2004; Breese et al. 2013). Les fibres musculaires de type 2

se caractérisent par une extraction de 1’02 plus importante pour un méme niveau d’activation
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du métabolisme oxydatif (Behnke et al. 2003), et par un déséquilibre entre ’apport et
I’utilisation de 1’02 comparativement aux fibres musculaires de type 1 (McDonough et al.
2005). Le recrutement de ces fibres musculaires de type 2 peut donc aboutir au développement
d’un environnement hypoxique et acide au sein du muscle actif, et favoriser in fine la réduction
du NO2 en NO (Lundberg et Weitzberg 2010; Wylie et al. 2013b). En outre, les fibres
musculaires de type 2 sont davantage sensibles aux variations de biodisponibilité du NO,
rendant ainsi la supplémentation en NO3z™ plus effective au cours de I’exercice intermittent
supramaximal, ou dans certaines populations pathologiques, aupres desquelles une forte
contribution des fibres musculaires de type 2 a ’exercice compromet la tolérance a 1’effort
(Poole et al. 2012; Jones et al. 2016). La supplémentation en NO3™ s’est avérée augmenter la
force musculaire (Hernandez et al. 2012), la perfusion microvasculaire (Ferguson et al. 2013a),
et la disponibilité en O, (Ferguson et al. 2015), au niveau des muscles avec une proportion
élevée de fibres musculaires de type 2 chez le rongeur, sans modification de ces variables dans

les muscles avec une proportion élevée de fibres musculaires de type 1.

Nous avons précédemment observé une amélioration de la performance chez des sujets
pratiquant des sports collectifs (VO ay : 46,6 + 3,4 mL.mint.kg?), au cours d’un exercice
intermittent supramaximal, apres une supplémentation en jus de betterave rouge de 3 jours
(Aucouturier et al. 2015). L’exercice intermittent supramaximal était composé d’une période
active de 15 s a 170 % de la puissance maximale aérobie, et d’une récupération passive de 30
s. L’effet ergogénique de la supplémentation en NO3™ était accompagné d’un maintien de la
perfusion musculaire et de moindres fluctuations du VO, lors de la répétition des sprints
(Aucouturier et al. 2015). Ces résultats suggérent que le maintien de la perfusion musculaire et
de I’apport en Oz a un niveau supérieur sous supplémentation en NOs’, pourrait accélérer la

resynthése de PCr, et prolonger la capacité a répéter les sprints.

La resynthése de la PCr est déterminée par la capacité maximale de la phosphorylation
oxydative (Blei et al. 1993), et dépend de la disponibilité en Oz (Haseler et al. 1999) Vanhatalo
et al. (2014) supportent cette hypothése en rapportant qu’une supplémentation de 5 jours en jus
de betterave rouge accélére la cinétique de récupération de la PCr chez des sujets jeunes et
sains, aprés un exercice d’extension de la jambe en condition hypoxique. Ce taux accru de
resynthése de la PCr est corrélé, en condition hypoxique, avec un renforcement de I’apport en
O, a la suite de la supplémentation en jus de betterave rouge (Vanhatalo et al. 2014).

L’augmentation de 1’apport en Oz post-exercice est également observée sous condition de
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normoxie, apres I’ingestion du jus de betterave rouge (Vanhatalo et al. 2014). Par conséquent,
I’ensemble de ces travaux met en évidence 1’effet ergogénique de la supplémentation en NO3z
lors d’exercices intermittents supramaximaux chez des sujets présentant un VO, .y < 55
mL.mint.kg®. Cependant, malgré des conditions favorables a la formation du NO via la
réduction du NOz, lors de I’exercice intermittent supramaximal, peu de travaux se sont
intéressés aux effets de la supplémentation en NO3™ dans cette modalité d’exercice chez des
sujets entrainés en endurance, présentant une aptitude aérobie élevée (V0,5 > 65 mL.min®
ko).

4.2 Effets de I’ADMA dans le cadre de 1’exercice

L’ADMA est un facteur prédictif indépendant de mortalité toutes causes confondues,
mais également des événements cardiovasculaires (Maas et Bdger 2003). La diminution du
risque cardiovasculaire liée a Dactivité physique résulte d’adaptations physiologiques
protégeant directement le systeme vasculaire (Joyner et Green 2009). Ces bénéfices sont
indépendants des facteurs de risques cardiovasculaires traditionnellement considérés (Joyner et
Green 2009). Les effets protecteurs de 1’activité physique pourraient étre principalement
expliqués par une amélioration de la fonction endothéliale et du contréle du systéme nerveux
autonome, les 2 étant en partie régulés par la biodisponibilité du NO (Joyner et Green 2009).
L’interaction entre la fonction endothéliale et 1’activité sympathique a été étudiée chez des
sujets jeunes et sains, présentant différents niveaux basaux d’activité sympathique musculaire
(Charkoudian et al. 2006). Apres la perfusion d’un inhibiteur de la NOS, les sujets ayant une
activité sympathique musculaire élevée montrent une augmentation de leur tension artérielle
supérieure a celle observée chez les sujets ayant une activité sympathique musculaire faible
(Charkoudian et al. 2006). Ces résultats suggérent qu’une diminution de la vasodilatation
dépendante du NO exacerbe les effets déléteres d’une activité sympathique accrue sur le
systeme cardiovasculaire. En outre, une concentration plasmatique d’ADMA ¢élevée peut
contribuer & une déregulation de la fonction endothéliale et de 1’activité sympathique,
participant ainsi au développement de pathologies cardiovasculaires (Boger 2006; Poole et al.
2012). Une concentration plasmatique d’ADMA élevée est associée a une faible valeur de la
dilatation dépendante du débit sanguin (FMD) dans des populations présentant ou non des
risques cardiovasculaires (Boger et al. 1998; Ardigo et al. 2007). De plus, la perfusion ’ADMA
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accroit l’activité sympathique chez des rats conscients et dénervés, empéchant toute
compensation de 1’activité baroréflexe sur le systéme nerveux sympathique (Augustyniak et al.
2006). L’ADMA pourrait moduler I’effet du NO dans la perfusion musculaire a I’exercice, et
altérer les adaptations vasculaires dépendantes du NO a I’issue de I’entrainement, pouvant ainsi
affecter le VO,,,.,. Pour étayer cette hypothése, Green et al. (2004a) montrent une amélioration
de la FMD dans ’artére brachiale et une augmentation du VO,,,., a la suite de programmes
d’entrainement en endurance, réalisés aupres de 182 sujets regroupés a partir de 13 études.
L’ampleur de I’amélioration post-entrainement de la FMD est liée & un faible niveau d’aptitude
aérobie initial, et n’est pas corrélée aux changements observés au niveau des facteurs de risques

cardiovasculaires traditionnels (Green et al. 2004a).

4.2.1 Effet de l’entrainement sur les niveaux de concentration d’ADMA

Plusieurs études ont indiqué une diminution du niveau sanguin d’ADMA a la suite d’un
programme d’entrainement chez des patients ayant des pathologies cardiovasculaires (Schlager
etal. 2011; Teplan et al. 2014), des désordres métaboliques (Mittermayer et al. 2005; Gomes et
al. 2008; Hanssen et al. 2011), et chez des individus présentant des risques cardiovasculaires
(Turiel et al. 2011; Tanahashi et al. 2014a; Riccioni et al. 2015). Une diminution de la
concentration plasmatique d’ADMA est également décelée aprés une prise en charge basée sur
un programme d’entrainement et un régime alimentaire chez des adultes et des enfants obéses
et en surpoids (Koncsos et al. 2011; Maeda et al. 2013). Seules deux études ne montrent pas
d’effet de I’entrainement sur la concentration plasmatique d’ADMA chez des sujets présentant
une insuffisance cardiaque chronique, malgré une augmentation de 1’aptitude aérobie (Niebauer
et al. 2005; Seljeflot et al. 2011). Dans I’une de ces études, 1’entrainement est basé sur un
programme d’exercices a domicile, et les niveaux plasmatiques d’ADMA ne different pas entre
les patients et les sujets servant de contr6le (Niebauer et al. 2005). Dans 1’¢tude de Seljeflot et
al. (2011), I’entrainement consiste en un circuit d’exercices, dont I’intensité est fixée a I’aide
d’une échelle subjective de perception de I’effort, 1’échelle de Borg. Néanmoins, la
concentration plasmatique d’ADMA différe selon la sévérité de I’insuffisance cardiaque des
patients, avant I’entrainement (Seljeflot et al. 2011). L’absence d’effet de 1’intervention sur

I’ADMA pourrait étre notamment expliquée par les modalités d’exercices sélectionnées lors de
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I’entrainement, qui sont toutefois suffisantes pour améliorer I’aptitude aérobie chez ces patients
déconditionnés (Niebauer et al. 2005; Seljeflot et al. 2011). L’ ADMA semble particuliérement
sensible a I’entrainement en endurance dans des populations, ou la synthése du NO peut étre
altérée. Chez des sujets diabétiques de type 1, la concentration plasmatique d’ADMA pré-
entrainement est supérieure par rapport aux contrdles, mais est restaurée au niveau de celle
mesurée chez les sujets sains apres 2 et 4 mois d’un entrainement en endurance (Mittermayer
et al. 2005). Chez ces patients, la concentration plasmatique d’ADMA retourne aux valeurs
mesurées initialement, 8 mois aprés 1’arrét du programme d’entrainement (Mittermayer et al.
2005). En outre, un entrainement de 6 mois réduit la concentration sérique d’ADMA chez des
patients ayant une artériopathie des membres inférieurs, comparativement a un groupe de
patients présentant la méme pathologie, mais n’ayant suivi que le traitement médicamenteux
recommandé (Schlager et al. 2011). L’entrainement est accompagné d’une amélioration de la
distance maximale de marche (Schlager et al. 2011), qui pourrait particuliérement s’expliquer
par un meilleur équilibre entre I’apport et 1’utilisation de 1’O dans cette population (Haas et al.
2012). Les bénéfices de I’entrainement sur la distance maximale de marche sont maintenus 6
mois apres 1’arrét du programme d’entrainement, tandis que la concentration sérique d’ADMA
reste significativement différente entre les deux groupes (Schlager et al. 2011). Ainsi, ’ADMA
pourrait étre impliquée dans le maintien de la fonction vasculaire apreés 1’entrainement, et
contribuer ainsi a rétablir I’apport en Oz, notamment aupreés de populations ou celui-ci peut étre
atténue. Certaines associations entre les changements du niveau sanguin d’ADMA et les
améliorations structurales et fonctionnelles au niveau vasculaire semblent supporter cette
hypothése. Deux études montrent une corrélation entre la diminution de la concentration
plasmatique d’ADMA et 1’amélioration de la rigidité artériclle aprés une période
d’entrainement chez des femmes ménopausées (Tanahashi et al. 2014a), et chez des adultes
obeses et en surpoids (Maeda et al. 2013). Hanssen et al. (2011) observent une altération du
rapport entre le diametre artériolaire et veinulaire chez des sujets obéses comparativement au
rapport relevé chez les sujets minces. Cette altération est accompagnée d’une tendance vers une
concentration sérigue d’ADMA supérieure chez les individus obéses. Alors méme que
I’aptitude aérobie est corrélée au rapport entre les diamétres artériolaire et veinulaire, un
programme d’entrainement normalise ce rapport chez les sujets obéses, a celui mesuré chez les
individus minces. Apreés I’entrainement, la dilatation artériolaire est également renforcée, mais
uniquement chez les sujets obeses, et s’accompagne d’une réduction significative de la

concentration sérique d’ADMA. Ces résultats suggérent que I’ADMA pourrait participer a
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’amélioration de la fonction et de la structure vasculaires chez des sujets présentant un VO, ax

faible et/ou un niveau sanguin élevé d’ADMA.

4.2.2 Relation entre I’ADMA et [’aptitude aérobie dans le cadre de
pathologies chroniques ou de populations a risques

cardiovasculaires

Dans le cadre de pathologiques chroniques, une diminution de la vasodilatation
dépendante du NO pourrait induire une réduction du débit sanguin et de I’apport en Oz aux
muscles actifs, limitant ainsi 1’aptitude aérobie. Chez la souris ayant une hypercholestérolémie
ou ingérant un inhibiteur de la NOS, la réduction de la production du NO est associée a une
altération de la distribution du débit sanguin aux muscles actifs, et & une diminution du VO«
comparativement aux souris controles (Maxwell et al. 1998). Un entrainement de 4 semaines
améliore le VO,,.x €t la production du NO chez des souris présentant une
hypercholestérolémie, mais le VO,,,., reste significativement différent de celui mesuré chez
les souris contrdles, saines (Niebauer et al. 1999). La synthése du NO et la fonction vasculaire
sont corrélées avec le niveau d’aptitude aérobie de ces souris (Niebauer et al. 1999). Chez
I’homme, un entrainement de 6 mois augmente le débit sanguin en réponse a ’acétylcholine
(ACh) de 203 %, et exacerbe I’action d’un inhibiteur de la NOS de 174% chez des patients
ayant une insuffisance cardiaque chronique (Hambrecht et al. 1998). Le VO,,,,.x €St augmenté
de 26 % dans le groupe de patients entrainés (Hambrecht et al. 1998). Cette amélioration du
VO,max €st significativement corrélée (r = 0,64) avec les changements du débit sanguin
dépendant du NO, aprés le programme d’entrainement (Hambrecht et al. 1998). Ces résultats
semblent confirmer que I’altération de la dilatation dépendante du NO induit une réduction de
la redistribution du débit sanguin aux muscles squelettiques au cours de 1’exercice, pouvant
ainsi faire de 1’apport en Oz, un facteur limitant du VO,,,.¢. Au vu des points précédemment
abordés, I’ADMA pourrait étre la molécule régulant la biodisponibilitt du NO, et par
conséquent la redistribution du débit sanguin et 1’apport en O2 aux muscles actifs. Chez des
sujets présentant un risque cardiovasculaire €élevé ou une coronaropathie, I’entrailnement en
endurance de 12 semaines augmente leur aptitude aerobie, et diminue leur niveau sérique
d’ADMA (Richter et al. 2005). Cette réduction de la concentration sérique ADMA est corrélée
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avec une augmentation du niveau plasmatique de cGMP, reflétant une biodisponibilité du NO
accrue (Richter et al. 2005).

Quelques études se sont intéressées au lien entre I’ADMA et I’aptitude aerobie dans des
populations présentant une élévation des niveaux sanguins d’ADMA (Wilson et al. 2010;
Deftereos et al. 2014; Tanahashi et al. 2014b; Reinecke et al. 2014). Les femmes présentent une
augmentation des niveaux plasmatiques d’ADMA apres le début de la ménopause, avec une
concentration plasmatique d’ADMA supérieure chez celles dgées de plus de 50 ans par rapport
aux hommes agés du méme age (Schulze et al. 2005). Tanahashi et al. (2014b) montrent une
association entre I’aptitude aérobie, exprimée a travers le VO, au premier seuil ventilatoire
(VO,s7), et la concentration plasmatique d’ADMA chez des femmes ménopausées. Cette
association est confirmée lorsque la population est séparée selon la médiane de la distribution
du VO,gr, les femmes ménopausées du groupe ayant 1’aptitude aérobie la plus élevée ont une
concentration plasmatique d’ADMA significativement inférieure a celle mesurée chez les

femmes composant le groupe ayant 1’aptitude aérobie la plus faible (Tanahashi et al. 2014b).

En outre, ’ADMA est un facteur de risque indépendant dans le développement de
pathologies coronariennes (Schulze et al. 2006). Chez des sujets présentant des risques de
coronaropathie, la concentration plasmatique d’ADMA est associ¢e a I’aptitude aérobie,
lorsqu’elle est estimée, a la fois, a travers le temps d’exercice atteint a I’épuisement, et
I’intensité maximale convertie en équivalents métaboliques au cours de 1’épreuve d’effort
maximal (Deftereos et al. 2014). A la suite d’une analyse multivariée, dans cette méme
population, I’ADMA apparait comme un facteur prédictif indépendant de 1’intensité maximale
atteinte, exprimée en équivalents métaboliques, apres I’ajustement avec les facteurs de risques
cardiovasculaires traditionnels (Deftereos et al. 2014). Ainsi, I’association entre ’ADMA et
I’aptitude aérobie dans des populations présentant une augmentation des risques
cardiovasculaires pourrait étre liée a une altération de la vasodilatation dépendante du NO. Cette
hypothése semble étre supportée par une étude portant sur des sujets atteints de polykystose
rénale autosomique dominante (PKD), une maladie rénale génétique qui contribue a une
dysfonction endothéliale précoce (Reinecke et al. 2014). Cette population est caractérisée par
une ¢lévation de la concentration plasmatique d’ADMA par rapport aux sujets sains, celle-ci
survient précocement dans le développement de la pathologie (Wang et al. 2008). Reinecke et

al. (2014) rapportent que les sujets atteints de PKD ont une aptitude aérobie, estimee par le
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VO,max €t le VO,er, réduite comparativement aux sujets sains appariés, malgré un niveau
d’activité physique similaire sur les 12 derniers mois. L’ADMA et la production du NO,
mesurées apres 1’exercice, ne différent pas chez les sujets atteints de PKD par rapport aux
valeurs relevées au repos, avant 1’exercice ; alors que les sujets sains montrent, respectivement,
une augmentation de la production du NO et une diminution du niveau plasmatique d’ADMA
a la suite de I’exercice (Reinecke et al. 2014). Chez les sujets sains servant de contréle, une
corrélation négative est observée entre les niveaux d’ADMA et de NO mesurés apres 1’exercice
(Reinecke et al. 2014). Donc, I’ADMA pourrait contribuer a moduler la biodisponibilité du NO,
et altérer le tonus vasculaire ainsi que la régulation de la perfusion musculaire. Par ailleurs,
I’ADMA est corrélée avec la sévérité¢ de 1’artériopathie des membres inférieurs, et apparait
comme un prédicteur, indépendant des autres facteurs de risque, dans la survenue d’événements
cardiovasculaires majeurs (Wilson et al. 2010). Cette pathologie se caractérise par un
déséquilibre entre I’apport et 1’utilisation de 1’Oz, en raison d’une perfusion périphérique altérée
(Haas et al. 2012). L’ ADMA est inversement corrélée a la tolérance a I’effort au cours d’un test
de marche maximal sur tapis roulant, et ce indépendamment des autres facteurs de risques
vasculaires (Wilson et al. 2010). De ce fait, I’¢1évation plasmatique de I’ADMA, a des niveaux
observés chez des populations pathologiques, pourrait réduire I’apport en O2 aux muscles
squelettiques au cours de I’exercice, en altérant la vasodilatation périphérique dépendante de la

biodisponibilité du NO, et participer ainsi a la limitation de I’aptitude aérobie.

4.2.3 ADMA et exercice dans des populations sans pathologies chroniques

Peu d’études se sont intéressées a I’ADMA dans le contexte de I’exercice chez des sujets
ne présentant pas de pathologies cardiovasculaires ou de risques cardiovasculaires. La
vasodilatation induite aprés un exercice d’intensité modeérée a été proposée comme une variable
pouvant détecter une dysfonction endothéliale précoce chez des sujets sains, apparemment
indemnes d’altérations vasculaires (Wethal et al. 2015). Un pic de dilatation réactive réduit, au
niveau de 1’avant-bras, avant I’exercice, est associé a une augmentation plus importante de ce
pic de dilatation réactive, lorsque la mesure est répétée apres I’effort (Wethal et al. 2015). La
concentration plasmatique d’ADMA est associée au pourcentage d’augmentation du pic de

dilatation réactive post-exercice (Wethal et al. 2015).
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En conclusion, la littérature scientifique semble étayer que I’ADMA et [’aptitude
aérobie pourraient étre en mesure de moduler la réponse vasodilatatrice dépendante du NO a
[’exercice chez des sujets sains. Mais, aucune étude n’a établi si ['aptitude aérobie et la
perfusion musculaire sont liées a [’ADMA chez des sujets sains. Si une telle association était
trouvée, I ’ADMA apparaitrait comme un facteur indépendant de la régulation du débit sanguin
et de 'apport en Oz aux muscles au cours de [’exercice, permettant ainsi de soutenir un haut

niveau d’aptitude aérobie.
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OBJECTIFS



1. ETUDE 1: Effet de la supplémentation en nitrate sur la consommation
d’oxygene au repos et au cours de I’exercice chez I’homme : revue

systématique et méta-analyse

Dans une premiere étude, sous la forme d’une revue systématique et d’une méta-
analyse, nous nous sommes penchés sur les effets de la supplémentation en NO3z sur le
métabolisme oxydatif reflété par la consommation d’oxygéene (VO,), au cours de 1’exercice, et
au repos, chez des populations saines et atteintes de pathologies chroniques. L’intérét de la
présente étude, dans la perspective de la thése, était de déterminer si I’amélioration de la
tolérance a ’exercice, rapportée aprés une supplémentation en NO3z™ (versus placebo), était
principalement expliquée par une réduction du codt en Oz de la contraction musculaire. En effet,
une faible disponibilité en O limite la capacité a répondre a la demande métabolique des
muscles actifs lors de 1’exercice (Amann 2012; Poole et al. 2012). La disponibilité en Oz aux
seins des muscles actifs est déterminée par la pression en O, laquelle est sous I’influence de
I’équilibre entre ’apport et ’utilisation de 1’O2 au niveau tissulaire (Poole et al. 2012). Ces
deux facteurs peuvent étre notablement altérés dans certaines pathologies cardiovasculaires
telles que D’artériopathie oblitérante des membres inférieurs ou I’insuffisance cardiaque
(Kenjale et al. 2011; Zamani et al. 2015). Ainsi, cette étude nous permettait indirectement de
conforter ou d’infirmer la proposition précédemment établie (Maxwell et al. 1998), selon
laquelle la redistribution du débit sanguin aux muscles actifs peut étre un facteur limitant de

[’apport en Oo, puis de la tolérance a [’exercice.
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2. ETUDE 2 : La supplémentation en nitrate d’origine alimentaire n’améliore
pas la tolérance a I’effort au cours d’un exercice intermittent supramaximal

chez des athletes entrainés en endurance

Dans une seconde étude, nous avons étudié ’effet d’une supplémentation en NO3z
d’origine alimentaire sur la tolérance a 1’exercice, au cours d’un exercice intermittent
d’intensité supramaximale, chez des sujets entrainés en endurance. Nous avons précédemment
rapporté que, chez des sujets avec une aptitude aérobie modérée, la supplémentation en NO3
améliorait la tolérance a I’exercice, avec un renforcement du volume sanguin au niveau du vaste
latéral lors de 1’exercice, mais sans altération du cotit en Oz (Aucouturier et al. 2015). Toutefols,
la supplémentation en NO3™ s’est avérée n’avoir aucun effet ergogénique chez des sujets
entrainés en endurance, caractérisés par une aptitude aérobie élevée (Hoon et al. 2013; Porcelli
et al. 2015; Carriker et al. 2016). L’exercice intermittent a une intensité supramaximale nous
offre des conditions appropriées pour investiguer la faculté de la supplémentation en NO3 a
augmenter la biodisponibilit¢ du NO. Cette modalit¢ d’exercice d’une part, requiert un
recrutement accru de fibres musculaires de type 2, dans lesquelles la perfusion microvasculaire
est fortement sensible aux changements de biodisponibilité en NO (Ferguson et al. 2013a, b);
et d’autre part, entraine un déséquilibre entre I’apport et 1’utilisation de 1’O3, induisant une
diminution de la pression O, et du pH au niveau intramusculaire (Krustrup et al. 2004;
McDonough et al. 2005). La réduction du NO2  en NO est renforcée par la déesoxyhémoglobine
et la désoxymyoglobine sous pression en Oz réduite et pH faible (Cosby et al. 2003; Shiva et al.
2007), des conditions présentes dans les muscles actifs lors de I’exercice intermittent d’intensité
supramaximale. Cependant, chez des sujets avec un VO, élevé, 1’augmentation de la
concentration plasmatique de NO>™ est faible suite a une supplémentation en NO3 (Porcelli et
al. 2015), et le niveau plasmatique basal de NO2™ est par ailleurs corrélé avec 1’aptitude aérobie
(Totzeck et al. 2012). Ces résultats suggerent que de la biodisponibilité du NO est partiellement
affectée par le niveau d’aptitude aérobie. Ainsi, cette étude nous permettait de déterminer si
[’aptitude aérobie est en mesure de moduler la biodisponibilit¢ du NO, a la suite d’une
supplémentation en NOs; et d’explorer également si [’aptitude aérobie affecte les effets de la

supplémentation en NO3™ sur la perfusion musculaire et la tolérance a [’exercice.
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A T’opposé, dans les deux études suivantes, nous nous sommes intéressés a I’ADMA en tant
que facteurs pouvant réduire la biodisponibilit¢ du NO. Le réle d’inhibiteur fonctionnel de
I’ADMA a été confirmé précédemment chez I’Homme. Une augmentation pharmacologique
des concentrations plasmatiques d’ADMA chez des sujets sains a des niveaux observés dans
des pathologies cardiovasculaires, induit une élévation de la résistance vasculaire périphérique

et une altération du débit cardiaque en réponse a I’exercice (Achan et al. 2003).

3. ETUDE 3 : Les concentrations plasmatiques de diméthylarginine asymétrique

ne sont pas associces a I’aptitude aérobie chez des sujets jeunes et sains

Dans une troisieme étude, nous avons étudié ’effet de 1’aptitude aérobie sur la
concentration plasmatique d’ADMA, et son association avec la fonction microvasculaire
estimée a 1’aide de la spectroscopie du proche infrarouge, au cours d’une épreuve d’effort
maximal. Une augmentation de la concentration plasmatique d’ADMA est associée a une
altération de I’aptitude aérobie dans diverses pathologies cardiovasculaires, telles que
I’artériopathic oblitérante des membres inférieurs (Wilson et al. 2010) ou I’insuffisance
cardiaque (Seljeflot et al. 2011). Par ailleurs, une diminution de la concentration plasmatique
d’ADMA a été observée apres réentrainement chez des sujets présentant des risques
d’événements cardiovasculaires (Hanssen et al. 2011; Turiel et al. 2011; Tanahashi et al.
2014a). Ainsi ’ADMA pourrait étre utilisée comme marqueur d’altération de la fonction
microvasculaire. Une réduction des concentrations plasmatiques d’ADMA pourrait par la
méme occasion améliorer la vasodilatation dépendante du NO, laquelle peut contribuer a
augmenter ’aptitude aérobie a I’issue de I’entrainement. Ainsi, cette étude nous permettait
d’établir si ’ADMA peut étre un facteur déterminant de I’apport en O2, via un renforcement de
la perfusion musculaire, aux muscles squelettiques lors de [’exercice ; et de determiner si
I’ADMA est associée a l’aptitude aérobie, chez des sujets jeunes, indemnes de pathologies

chroniques.
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4. ETUDE 4 : La diméthylarginine asymétrique n’affecte pas le débit sanguin

musculaire lors de I’exercice chez le rat

Dans une quatriéme étude, nous avons investigué 1’effet de I’ADMA, comme inhibiteur
fonctionnel des NOS, sur la perfusion et la captation musculaires du glucose a I’exercice chez
le rat. Une augmentation de la concentration plasmatique d’ADMA est associée a une faible
vasodilatation dépendante du NO chez des sujets présentant ou non des risques
cardiovasculaires (Boger et al. 1998; Ardigo et al. 2007). Le niveau plasmatique d’ADMA est
aussi élevé chez des sujets ayant des désordres métaboliques comparativement aux sujets sains
(Palomo et al. 2011; Sciacqua et al. 2012). En outre, la fonction microvasculaire dépendante du
NO a été présentée comme un élément majeur dans le profil métabolique des sujets avec un
diabete de type 2 (Bakker et al. 2009). La dysfonction microvasculaire semble étre précoce
puisque ’altération de la perfusion musculaire a 1’exercice chez des sujets avec un diabéte de
type 2 est observée, sans différence significative du débit sanguin au niveau de 1’artére brachiale
par rapport aux sujets sains (Womack et al. 2009). Ainsi, cette étude nous permettait de
déterminer si une élévation du niveau d’ADMA a [’exercice réduit la distribution du débit
sanguin aux muscles actifs ; et d’établir si une diminution de la perfusion musculaire

dépendante du NO induit une réduction de la captation musculaire du glucose a [’exercice.
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ETUDE 1:

Effet de la supplémentation en nitrate sur la consommation d’oxygéne au repos
et au cours de I’exercice chez ’homme : une revue systématique et une meéta-

analyse
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1. Introduction

Comme abordé précédemment, une disponibilité réduite en O limite la capacité a
maintenir ’activité métaboliqgue dans des conditions, telles que les pathologies
cardiovasculaires, 1’environnement hypoxique, ou chez les athlétes lorsque leur capacité
maximale de transport de 1’O- est atteinte lors d’exercices d’intensité élevée (Maltais et al. 1996;
Amann 2012; Poole et al. 2012). L’activité métabolique est mesurée le plus souvent par
I’intermédiaire de la consommation d’oxygéne (VO,), et représente la quantité d’énergie
utilisée par I’organisme. Le VO, est estimé généralement par la calorimétrie indirecte, et refléte
le métabolisme oxydatif de I’ensemble de I’organisme (Even et Nadkarni 2012). Sous condition
de repos, I’activité métabolique est déterminée par la dépense énergétique nécessaire au
maintien des fonctions vitales de 1’organisme (Weibel et Hoppeler 2005). La dépense
énergétique est principalement liée a 1’activité du cerveau, du foie, du cceur et des reins au
repos, alors que les muscles squelettiques ne participent qu’a 20 a 30 % de cette dépense chez
I’homme (Hsu et al. 2003). Au cours de I’exercice d’intensité maximale, I’activité métabolique
peut augmenter jusqu’a 20 fois dans les muscles actifs chez les athlétes (Weibel et Hoppeler
2005). 1l existe peu de possibilités de réduire la dépense énergétique au repos ou la demande
métabolique pour une intensité d’exercice donnée (Larsen et al. 2007). Toutefois, Larsen et al.
(2007) montrent, pour la premiére fois, une réduction du VO, a I’exercice d’intensités comprises
entre 45 et 80 % du VO,,.x chez des sujets jeunes et sains aprés 1’ingestion de sels de nitrate
(NaNOs). En outre, au repos, une diminution du VO, est observée chez des sujets sains a la
suite d’une supplémentation en NO3 de 3 jours (Larsen et al. 2014). Cet effet est semblable a
celui de la restriction calorique et de la supplémentation en resvératrol (anti-oxydant), qui, tous
deux, améliorent le profil métabolique et prolongent 1’espérance de vie par une réduction du
métabolisme de base (Fontana et al. 2010; Timmers et al. 2011). Une diminution du co(t en O
peut s’avérer intéressante dans le cadre de pathologies chroniques, dans lesquelles I’équilibre

entre 1’utilisation et I’apport de 1’02 est fortement altéré (Poole et al. 2012; Haas et al. 2012).

L’objectif premier de cette revue systématique et méta-analyse était de determiner si la
supplémentation en NOgréduit le VO, au repos et/ou a I’exercice. L objectif secondaire était
de déterminer les facteurs pouvant affecter les effets de la supplémentation en NO3 sur le VO,,

comme les caractéristiques de la population, la durée et la dose du traitement.
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2. Méthodes

La revue systématique et la méta-analyse ont été réalisées selon les recommandations
établies par le manuel Cochrane pour les revues systématiques portant sur des interventions, et
rédigées selon les recommandations de PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses) (Liberati et al. 2009).

2.1.  Type d’études incluses

Les essais cliniques randomisés étudiant les effets de la supplémentation en NOs’, sous
la forme de sels de nitrate et de jus de betterave rouge sur le VO, chez I’homme, ont été inclus
dans la revue systématique et la méta-analyse. Dans chaque étude, les paramétres suivants
étaient releveés : la condition de 1’expérimentation (exercice et/ou repos), la durée et la dose de
la supplémentation, 1’adhésion au protocole, le taux d’abandon, la durée de la période séparant
les deux traitements, les effets indésirables. Les caractéristiques des sujets de chaque étude ont
également éete relevées comme suit : age, sexe, état de santé (sain, bronchopneumopathie
chronique obstructive, insuffisance cardiaque, artériopathie oblitérante des membres

inférieurs), anthropométrie, activité physique ou niveau d’entrainement et VO, 1«

2.2.  Type d’interventions prises en compte

Les études incluses utilisaient la betterave rouge, riche en NOs", ou des sels de NO3’
(NaNOz ou KNO:s3) dissouts dans 1’eau, afin d’augmenter I’apport exogéne de NO3". Les
caractéristiques des supplémentations utilisées, comme la duree, la dose et le type de traitement,
ont été intégrées comme sources potentielles d’hétérogénéité dans les modéles de la méta-
analyse. Concernant les études effectuées a I’exercice, le domaine d’intensité de 1’exercice a
été relevé afin de déterminer si les effets de la supplémentation en NO3™ pouvaient étre affectés
par I’intensité de 1’exercice. Les exercices, dont 1’intensité était modérée, élevée et difficile, ont
également été intégrés dans le méme modeéle pour analyser les VO, obtenus lors des exercices
sous-maximaux. Les VO,,,.x mesurés au cours d’épreuves d’effort maximal ont été incluses
dans un modéle spécifique lors de 1’analyse. Les critéres choisis pour déterminer le domaine

d’intensité de I’exercice sont présentés dans le Tableau 1.
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TABLEAU 1. Criteres utilisés pour déterminer le domaine d’intensité de 1’exercice

Intensité de I’exercice

Délimitations physiologiques

Equivalent en % VO, OU

puissance maximale aérobie

En dessous du premier seuil

Modérée o < 60%
ventilatoire
Entre le premier  seuil

Elevée ventilatoire et la puissance De 60 a 80%
critique

o Au-dessus de la puissance

Difficile o >80 %
critique

Maximal Exercice réalisé jusqu’a I’épuisement volontaire

du sujet avec I’atteinte du VO, 0y

La puissance critique est définie comme I’intensité au-dessus de laquelle le VO, €St atteint et

maintenu jusqu’a 1’épuisement du sujet.

Les résultats a la suite de supplémentation en jus de betterave rouge ou de sels de NOz

ont été inclus dans le méme modele pour évaluer la taille de I’effet de la supplémentation en

NOs, indépendamment de la forme du traitement. Cependant, la supplémentation en jus de

betterave rouge est riche en anti-oxydants et en polyphénols, lesquels affectent le métabolisme

du NO, et réduisent le stress nitrique (Lundberg et al. 2008). Ainsi, les supplémentations en jus

de betterave rouge et en sels de NO3™ ont eté séparées dans une analyse en sous-groupes pour

évaluer des différences potentielles dans les effets du NO3™ selon la forme du traitement.
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2.3.  Type de mesures extraites

La premiére mesure relevée pour la méta-analyse était les changements de VO, en
absolu ou en relatif (mL.min%, L.min, mL.min.kg™) au repos et a I’exercice en réponse a la
supplémentation en NOs". La seconde mesure relevée était les changements de concentrations

plasmatiques de NOs™ et de NO2, aprés la supplémentation en NOs’, par rapport au placebo.

2.4. Stratégies de recherche

Les études ont ete identifiées par une recherche dans les centres de données
électroniques, PubMed, Scopus et Web of Science, mais aussi par la lecture des listes de
références comprises dans les articles sélectionnés. La revue systématique était limitée aux
articles publiés en Anglais, et aucune limite concernant les dates de publication des articles
n’était fixée. La recherche a été conduite de février 2015 & Mars 2015. Les termes suivants ont
été utilisés dans les centres de données électroniques : « dietary », « exogenous », « infusion »,
«inorganic », «nitrate », «nitrite », « beetroot », «beet root» «oxygen uptake» or

« consumption », « metaoblic rate » et « energy expenditure ».

2.5. Sélection des études et extraction des données

La lecture des titres, des résumés et des articles a été effectuée séparément par deux
personnes différentes. La premiére étape de sélection consistait a 1’analyse des titres et des
résumés. La seconde étape comprenait la lecture des articles sélectionnés a I’issue de la
premicre phase, et la recherche d’articles complémentaires pouvant répondre aux criteres
d’inclusion dans les listes de références des articles choisis. Tout doute sur 1’¢ligibilité d’un

article était résolu par consensus.

Les données étaient extraites a 1’aide d’une feuille de collecte. L’un des lecteurs était en
charge d’extraire les données, tandis que 1’autre vérifiait la validité des données collectées. En
cas de données manquantes, les auteurs déclarés, comme correspondant dans les articles, étaient

contactés par message électronique.
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2.6 Analyse des données

L’analyse compléte a été réalisée a 1’aide du logiciel, Review Manager (Review
Manager (RevMan) [Windows 7, Microsoft]. Version 5.3. Copenhagen: The Nordic Cochrane
Centre, The Cochrane Collaboration, 2014.). La taille de I’effet pour le VO, au repos et a
I’exercice était estimée a travers des modeéles aléatoires de DerSimonian et Laird. Les données
du VO, sont présentées comme des différences moyennes standardisées avec un intervalle de
confiance fixé a 95 %. Le seuil de significativité était fixé a p <0,05. L’hétérogénéité entre les
études était calculée avec le test Q de Cochrane (p < 0,10) et la valeur de I? (faible > 25 %,
modéré > 50 %, élevé > 75 %). La variance entre les études était calculée a partir de Tau? (1> >
1). Une analyse de sous-groupes a été réalisée pour évaluer les effets des facteurs suivants sur
les modeéles : la forme de la supplémentation (betterave rouge ou sels de NaNO3), la condition
expérimentale (normoxie ou hypoxie), la dose et la durée de la supplémentation, la
concentration plasmatique de NO3™ et NO>", et 1’état de santé (sain ou pathologie). La médiane
de chaque variable incluse dans I’analyse de sous-groupes était utilisée comme point de
démarcation pour former 2 sous-groupes : dose NOs™ (¢élevée > 7.5 mmol versus faible < 7.5
mmol), durée de la supplémentation (courte < 3 jours versus longue > 3 jours), et changement
de la concentration plasmatique de NO2™ et NO3™ (NOsz™ élevé > + 574 % versus NOs" faible <+
574 % ; NOy élevé > 115,5 % versus NO> faible < 115,5 %). Une analyse de sensibilité a été
réalisée pour déterminer 1’influence des études, avec les effets les plus larges, sur I’ensemble
des modéles les intégrant. L’évaluation des risques de biais était effectuée a 1’aide de 1’outil
Cochrane traitant du risque de biais, et le biais de publication était estimé a partir de I’analyse

d’un graphe en entonnoir.
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3. Résultats

3.1 Etudes sélectionnées

A partir des termes entrés dans les bases de données électroniques, 3314 articles ont été
identifiés, parmi lesquels 57 articles ont été jugés comme potentiellement éligibles pour
I’inclusion dans la revue, apres lecture du titre et du résumé. A la suite de la lecture des articles,
29 études ont été sélectionnées pour intégrer la revue systématique contre 26 articles pour la
méta-analyse, permettant de réaliser une analyse quantitative. Les études exclues de la méta-
analyse 1’ont été pour les raisons suivantes : données indisponibles apres la sollicitation des
auteurs, une différence entre 1’ intensité d’exercices réalisés sous supplémentation en NO3 et le
placebo, I’absence d’évaluation des changements de concentrations plasmatiques de NO3 et de
NO-". La figure 4 présente la procédure de recherche employée pour la revue systématique et
la méta-analyse.

3.2 Caracteéristiques des études incluses

Les études étaient des essais cliniques randomisés, transversaux, organisés en double ou
simple aveugle, et utilisaient une condition placebo comme contrble. Les études ont été
conduites entre 2007 et 2015. Les sujets jeunes et sains, modérément ou intensivement
entrainés, ont fait I’objet de 23 études au total. Une seule ¢tude a été réalisée chez des sujets
agés (63,5 + 3,0 ans) (Kelly et al. 2013a). Une autre étude a été conduite chez des sujets sains,
mais en situation de surpoids (Bond et al. 2014). Au total, 4 études se sont intéressees a des
sujets présentant une pathologie chronique: 2 études chez des patients avec une
bronchopneumopathie chronique obstructive (Berry et al. 2015; Shepherd et al. 2015), 1 étude
chez des patients avec une artériopathie oblitérante des membres inférieurs (Kenjale et al.
2011), et 1 étude chez des patients ayant une insuffisance cardiaque avec une fraction d’éjection
systolique préservée (Zamani et al. 2015). La méta-analyse a été ainsi conduite sur 264

participants avec 7 a 17 sujets inclus par étude.

L’ingestion de sels de NO3™ (NaNO3z ou KNO3) et de jus de betterave rouge a été utilisée
dans 6 et 23 études, respectivement, afin d’augmenter I’apport exogéne de NO3z". Les placebos
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utilisés comme contrdle étaient les suivants : du chlorure de sodium (NaCl) dans 5 études, une
solution de maltodextrine dans 1 étude, du jus de betterave rouge appauvri en NO3™ dans 12
études, du jus de pomme-cassis dans 4 études, du jus de cassis seul dans 3 études, du jus
d’orange dans 2 études, du jus de prune dans 1 étude, et du jus de tomate dans 1 étude.
Concernant le régime d’ingestion, une prise aigue de NO3™ a été employée dans 13 études, tandis
qu’une ingestion sur plusieurs jours a été utilisée dans 15 études. La durée de supplémentation
en NOg3™ était comprise entre 3 et 15 jours avec une période de « sevrage » entre les conditions
de 2 & 14 jours. Seule une étude parallele a utilisé un régime de supplémentation en NO3™ plus
long, ou les sujets ingéraient du jus de betterave rouge, ou le placebo, 4 jours avant les tests
pré-entrainement, puis les supplémentations étaient poursuivies durant les 6 semaines, au cours
desquelles les sujets prenaient part a un entrainement en endurance en condition hypoxique
(Puype et al. 2015). Dans la plupart des études, I’ingestion du NO3™ précédait de 25a 3 h la
mesure du VO, qui correspond a la période s’écoulant avant le pic de NO2 dans le plasma a la
suite d’une supplémentation de NO3z" (Webb et al. 2008; Govoni et al. 2008). Une seule étude
avait opté pour une ingestion de NO3 1h avant la mesure du VO, (Larsen et al. 2014). La

quantité quotidienne de NO3 ingérée était comprise entre 5,1 et 19,5 mmol.

La prise alimentaire de NO3™ en dehors de la supplémentation en NO3™ a été contrblée
dans 12 études. Parmi ces dernieres études, des recommandations nutritionnelles et des repas
standardisés (diner et petit-déjeuner) ont également été appliqués dans 1 (Bescos et al. 2011) et
2 études (Masschelein et al. 2012; Puype et al. 2015), respectivement. Sur les 17 études
n’appliquant pas de restriction alimentaire, les sujets étaient invités a reproduire leur
alimentation entre les deux conditions (NOs™ versus placebo) dans 10 études ; et des repas
standardises avant les tests expérimentaux a la suite des supplémentations étaient fournis aux
sujets dans 4 études (Cermak et al. 2012; Peacock et al. 2012; Christensen et al. 2013; Wylie et
al. 2013a). Les sujets avaient également pour instruction de ne pas consommer de café et
d’alcool, 6 h et 24 h, respectivement, avant les visites expérimentales, ceci dans les études
s’intéressant aux effets de la supplémentation en NO3™ a I’exercice. De plus, les participants
¢taient invités a restreindre la pratique d’une activité physique intense dans les 24-48h
précédant les tests expérimentaux sous supplémentations. Dans 1’ensemble des études,
I’utilisation de bains de bouche anti-bactériens était proscrite, puisque ceux-ci inhibent la

conversion du NO3z™ en NO2™ au niveau buccal (Govoni et al. 2008).
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FIGURE 4. Procédure de sélection de la recherche dans la littérature scientifique
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3.3 Risque de biais dans les études incluses

La grande majorité des études intégrées dans la revue systématique et la méta-analyse a
été considérée comme présentant un faible risque de biais selon 1’outil d’évaluation des risques
de biais etabli par Cochrane (Higgins et al. 2011). Un risque €élevé de biais a été estimé dans 2
études, en raison de la connaissance éventuelle de la supplémentation ingérée lors des visites
expérimentales, concernant les participants (simple aveugle) et les expérimentateurs (double
aveugle). Toutefois, plusieurs études ont été identifiées comme présentant un risque de biais
non précisément défini, pour les raisons suivantes : doute sur la randomisation dans 1 étude ;
connaissance envisagée de la supplémentation ingérée lors des visites dans 9 études ; collecte
et traitement des données sans masquer les conditions (NO3™ versus placebo) auxquelles elles
se réferent, ceci dans 3 études ; et des données incomplétement rapportées dans 3 études. Les
interventions ont été généralement randomisées dans 1’ensemble des études. Le taux d’abandon
et la duree de la période séparant les deux traitements ont été rapportés dans toutes les études
incluses. Les essais cliniques ont été annoncés comme conduits en double (16 études) et simple
(9 études) aveugle, lorsque la condition placebo présentait un goQt, une odeur ou une apparence
différente de celle de la supplémentation en NOs". Les participants n’ont pas été informés des
hypothéses expérimentales dans 7 études, et ’objet des études était communiqué comme une
comparaison des effets physiologiques de deux traitements issus de produits végétaux ou de
solutions orales. Néanmoins, les auteurs de ces études précisent que les participants n’étaient
pas informés des effets attendus de la supplémentation en NO3z". Dans 18 études, les auteurs
n’indiquent pas si les participants avaient pris connaissance des propriétés de la
supplémentation en NOg’, et des objectifs précis des études. L’objectif de tester les effets de la
supplémentation en NOs sur la performance a I’exercice a été communiqué aux sujets dans 2
études (Christensen et al. 2013; Berry et al. 2015). Parmi 1’ensemble des essais intégrés, 18
études rapportent des sources de financement, et 8 études informent de potentiels conflits

d’intérét.

3.4 Résultats de la revue systématique

Les résultats des études ne sont pas rapportés individuellement dans cette partie par souci de
lisibilité, et pour éviter toute redondance avec la partie contextualisation de cette thése, qui
reprend en grande partie les travaux étudiant les effets de la supplémentation en NO3s™ dans le

cadre de ’exercice.
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FIGURE 5. Taille de I’effet pour les changements de VO, au cours de I’exercice d’intensité

sous-maximale a la suite de la supplémentation en NO3z

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight 1V, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Bailey et al. 2009 3.82 0.28 8 387 029 8 1.4% -0.17 [-1.15, 0.82]
Bailey et al. 2009 145 0.13 8 152 012 8 1.4% -0.53 [-1.53, 0.47] I
Bailey et al. 2010 1,647 100 7 1,726 65 7 11% -0.88[-1.99, 0.24] -
Bailey et al. 2010 778 38 7 870 42 7 0.7% -2.15[-356,-0.741 —
Berry et al. 2014 141 1.07 15 144 0.93 15 2.7% -0.29 [-1.01, 0.43] - 1
Bescos et al. 2011 233 0.26 11 237 0.23 11 2.0% -0.16 [-0.99, 0.68] - 1
Bescos et al. 2011 319 0.27 11 329 0.29 11 2.0% -0.34 [-1.19, 0.50] - 1
Bescos et al. 2011 3.68 0.32 11 3.74 0.33 11 2.0% -0.18 [-1.02, 0.66] - 1
Bescos et al. 2011 274 022 11 281 0.28 11 2.0% -0.27 [-1.11, 0.57] - 1
Boorsma et al. 2014 3,367 225 8 3,315 240 8 1.4% 0.21[-0.77, 1.19] - 1
Boorsma et al. 2014 3,239 214 8 3,265 242 8 1.4% -0.11 [-1.09, 0.87] - 1T
Boorsma et al. 2014 4,195 322 8 4,198 257 8 1.4% -0.01 [-0.99, 0.97] ]
Boorsma et al. 2014 4,309 268 8 4,224 273 8 1.4% 0.30 [-0.69, 1.28] - 1
Boorsma et al. 2014 2,630 173 8 2596 206 8 14% 0.17 [-0.81, 1.15] - 1
Boorsma et al. 2014 2,561 216 8 2,537 213 8 1.4% 0.11 [-0.88, 1.09] -1
Breese et al. 2013 3.09 051 9 312 051 9 1.6% -0.06 [-0.98, 0.87] - T
Breese et al. 2013 1.7 0.39 9 167 037 9 16% 0.08 [-0.85, 1.00] -1
Cermak et al. 2012 294 01 12 31 009 12 16% -1.62 [-2.57,-0.68] -
Cermak et al. 2012 1.93 0.05 12 2 0.07 12 1.8% -1.11[-1.98, -0.24] -
Christensen et al. 2013 2,973 212 10 3,031 260 10 1.8% -0.23 [-1.11, 0.65] - 1
Christensen etal. 2013 3,036 214 10 3,102 279 10  1.8% -0.25 [-1.14, 0.63] - 1
Christensen et al. 2013 3,055 256 10 3,122 274 10 1.8% -0.24 [-1.12, 0.64] - 1
Christensen et al. 2013 3,121 282 10 3,169 249 10 1.8% -0.17 [-1.05, 0.71] - 1
Christensen et al. 2013 4,083 297 10 4,106 359 10 1.8% -0.07 [-0.94, 0.81] - 1T
Kelly et al. 2013 977 250 12 979 269 12 2.2% -0.01[-0.81, 0.79] -1
Lanlsey et al. 2011a 21 028 9 226 0.27 9 1.6% -0.55 [-1.50, 0.39] - 1
Lanlsey et al. 2011a 35 0.62 9 377 057 9 1.6% -0.43 [-1.37, 0.51] - 1
Larsen et al. 2007 2.03 0.188 9 218 0.106 9 14% -0.94 [-1.92, 0.05] - 7
Larsen et al. 2007 2.64 0.212 9 2.8 0.102 9 1.4% -0.92 [-1.90, 0.07] - 1
Larsen et al. 2007 3.06 0.289 9 321 0.236 9 1.6% -0.54 [-1.49, 0.40] - 1
Larsen et al. 2007 3.76 0.34 9 392 0.258 9 1.6% -0.50 [-1.45, 0.44] - 1
Larsen et al. 2007 3.44 0.306 9 3.61 0.307 9 16% -0.53[-1.47, 0.42] - 1
Larsen et al. 2011 1.89 0.1 14 195 0.09 14 2.4% -0.61 [-1.37, 0.15] - I
Masschelein et al. 2012 1.95 0.06 15 2.03 0.06 15 2.2% -1.30 [-2.09, -0.50] -
Muggeridge et al. 2013 356 25 8 368 24 8 1.4% -0.46 [-1.46, 0.53] - |
Muggeridge et al. 2014 2,624 321 9 2,782 250 9 1.6% -0.52 [-1.47, 0.42] - 1
Peacock et al. 2012 3.77 0.62 10 3.89 0.39 10 1.8% -0.22 [-1.10, 0.66] - 1
Peacock et al. 2012 284 034 10 284 0.34 10 1.8% 0.00 [-0.88, 0.88] -1
Shepherd et al. 2015 939 302 13 933 323 13 2.4% 0.02 [-0.75, 0.79] -1
Thompson et al. 2014 1.68 0.29 16 1.6 0.26 16 2.9% 0.28 [-0.41, 0.98] -1
Thompson et al. 2014 2.65 0.4 16 27 037 16 2.9% -0.13 [-0.82, 0.57] - 1
Thompson et al. 2014 1.71 0.28 16 1.75 0.26 16 2.9% -0.14 [-0.84, 0.55] - 1
Thompson et al. 2014 3.46 054 16 34 06 16 2.9% 0.10 [-0.59, 0.80] -
Thompson et al. 2014 2.8 0.4 16 2.84 0.38 16 2.9% -0.10 [-0.79, 0.59] - 1
Vanhatalo et al. 2010 1.38 0.2 8 145 021 8 1.4% -0.32 [-1.31, 0.67] - 1
Vanhatalo et al. 2010 1.35 0.17 8 14 02 8 1.4% -0.25 [-1.24, 0.73] - 1
Vanhatalo et al. 2010 1.37 0.23 8 143 0.23 8 1.4% -0.25[-1.23, 0.74] - 1
Wilkerson et al. 2012 3.6 0.4 8 3.7 0.4 8 1.4% -0.24 [-1.22, 0.75] - 1
Wylie et al. 2013 161 0.21 10 164 0.21 10 1.8% -0.14 [-1.01, 0.74] - 1
Wylie et al. 2013 3.99 0.4 10 3.96 0.38 10 1.8% 0.07 [-0.80, 0.95] -1
Wylie et al. 2013 1.64 0.23 10 1.67 0.21 10 1.8% -0.13 [-1.01, 0.75] - 1T
Wylie et al. 2013 394 0.28 10 398 0.35 10 1.8% -0.12 [-1.00, 0.76] - 1T
Wylie et al. 2013 1.6 018 10 165 0.19 10 1.8% -0.26 [-1.14, 0.62] - 1
Wylie et al. 2013 397 034 10 3.89 0.4 10 1.8% 0.21[-0.67, 1.09] - 1
Zamani et al. 2015 6.7 1 17 6.7 0.8 17 3.1% 0.00 [-0.67, 0.67] - 1
Total (95% ClI) 572 572 100.0% -0.26 [-0.38, -0.15] 0

Heterogeneity: Tau2 = 0.00; Chi2 = 45.12, df = 54 (P = 0.80); I2= 0%
Test for overall effect: Z = 4.38 (P < 0.0001)
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3.5 Synthese des résultats issus de la méta-analyse

3.5.1. Taille de I’effet dans les modeéles généraux

La supplémentation en NOs™ réduit le VO, au cours d’exercices d’intensité sous-
maximale [-0,26 (95% IC : - 0,38, - 0,15), p < 0,01] (Figure 5). Lorsque les données sont
analysées selon le domaine d’intensité de 1’exercice, la supplémentation en NO3™ diminue le
VO, au cours de I’exercice d’intensité modérée [-0,29 (95% IC : -0,48, -0,10), p < 0,01] (Figure
6) et élevée [-0,33 (95% IC : -0,54, -0,12), p < 0,01] (Figure 7). Cependant, aucun effet de la
supplémentation en NOs sur le VO, n’est observé au repos [0,01 (95% IC : -0,47, 0,50), p =
0,96] (Figure 8), au cours de I’exercice d’intensité difficile [-0,14 (95% IC : -0,38, 0,09), p =
0,24] (Figure 9) et lors d’épreuve d’effort maximal [0,02 (95% IC : -0,42, 0,46), p = 0,93]
(Figure 10).

FIGURE 6. Taille de I’effet pour les changements de VO, au cours de I’exercice d’intensité

modérée a la suite de la supplémentation en NO3"

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight 1V, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bailey et al. 2009 1.45 0.13 8 152 0.12 8 32% -0.53 [-1.53, 0.47] I
Bailey et al. 2010 778 38 7 870 42 7 1.7% -2.15 [-3.56, -0.74]
Bescds et al. 2011 233 0.26 11 237 023 11 4.4% -0.16 [-0.99, 0.68] - 1
Bescds et al. 2011 2.74 0.22 11 281 0.28 11 4.4% -0.27 [-1.11, 0.57] - 1
Boorsma et al. 2014 2,561 216 8 2,537 213 8 3.4% 0.11[-0.88, 1.09] -1
Boorsma et al. 2014 2,630 173 8 2,596 206 8 33% 0.17 [-0.81, 1.15] -1
Breese et al. 2013 1.7 0.39 9 167 037 9 3.7% 0.08 [-0.85, 1.00] -
Cermak et al. 2012 193 0.05 12 2 007 12 4.1% -1.11 [-1.98, -0.24] -
Kelly et al. 2013 977 250 12 979 269 12 4.8% -0.01 [-0.81, 0.79] -1
Lansley et al. 2011a 21 0.28 9 226 0.27 9 3.6% -0.55 [-1.50, 0.39] - 1
Larsen et al. 2007 2.03 0.188 9 218 0.106 9 3.3% -0.94 [-1.92, 0.05] - ]
Larsen et al. 2011 1.89 0.1 14 195 0.09 14 5.2% -0.61[-1.37, 0.15] - I
Masschelein et al. 2012 1.95 0.06 15 2.03 0.06 15  4.8% -1.30 [-2.09, -0.50] -
Peacock et al. 2012 284 0.34 10 284 0.34 10 4.1% 0.00 [-0.88, 0.88] - 1
Shepherd et al. 2015 939 302 13 933 323 13 5.1% 0.02 [-0.75, 0.79] -1
Thompson et al. 2014 1.68 0.29 16 16 0.26 16 6.0% 0.28 [-0.41, 0.98] -
Thompson et al. 2014 1.71 0.28 16 175 0.26 16 6.1% -0.14 [-0.84, 0.55] - 1
Vanhatalo et al. 2010 1.38 0.2 8 145 0.21 8 33% -0.32 [-1.31, 0.67] - 1
Vanhatalo et al. 2010 135 0.17 8 14 0.2 8 33% -0.25[-1.24, 0.73] - 1
Vanhatalo et al. 2010 137 0.23 8 143 0.23 8 3.3% -0.25 [-1.23, 0.74] - 1
Wylie et al. 2013 164 0.23 10 167 021 10 4.1% -0.13 [-1.01, 0.75] - T
Wylie et al. 2013 161 0.21 10 164 021 10 4.1% -0.14 [-1.01, 0.74] - 1
Wylie et al. 2013 16 0.18 10 165 0.19 10 4.1% -0.26 [-1.14, 0.62] - 1
Zamani et al. 2015 6.7 1 17 67 08 17 6.4% 0.00[-0.67, 0.67] - 1
Total (95% CI) 259 259 100.0% -0.29 [-0.48, -0.10] ‘

1 1 1 1

Heterogeneity: Tau? = 0.03; Chi2 = 26.54, df = 23 (P = 0.28); I2 = 13% T T T T

-2 -1 0 1 2
Test for overall effect: Z = 3.01 (P = 0.003) Supplement [experimental]  Placebo [control]
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FIGURE 7. Taille de I’effet pour les changements de VO, au cours de 1’exercice d’intensité

élevée a la suite de la supplémentation en NO3’

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bescos et al. 2011 368 032 11 374 033 11 65% -0.18 [-1.02, 0.66] -
Bescos et al. 2011 319 027 11 329 029 11 6.4% -0.34 [-1.19, 0.50] —
Boorsma et al. 2014 3,239 214 8 3,265 242 8  4T% -0.11 [-1.09, 0.87] -
Boorsma et al. 2014 3,367 225 8 3,315 240 8  4T% 0.21[-0.77, 1.19] -1
Cermak et al. 2012 294 01 12 31 009 12 51% -1.62[-257,-0681 — -
Christensen etal. 2013 2,973 212 10 3,031 260 10 59% -0.23[-1.11, 0.65] L
Christensen etal. 2013 3,036 214 10 3,102 279 10 59% -0.25[-1.14, 0.63] - -
Christensen et al. 2013 3,055 256 10 3,122 274 10  5.9% -0.24 [-1.12, 0.64] - 1
Christensen et al. 2013 3,121 282 10 3,169 249 10 5.9% -0.17 [-1.05, 0.71] - 1
Larsen et al. 2007 2.64 0.212 9 28 0.102 9 A4T% -0.92 [-1.90, 0.07] - 7T
Larsen et al. 2007 3.06 0.289 9 3.21 0.236 9 51% -0.54 [-1.49, 0.40] - 1
Muggeridge et al. 2013 356 25 8 368 24 8  4.6% -0.46 [-1.46, 0.53] - |
Muggeridge et al. 2014 2,624 321 9 2,782 250 9 51% -0.52 [-1.47, 0.42] - 1
Peacock et al. 2012 377 062 10 389 039 10 59% -0.22 [-1.10, 0.66] - 1
Thompson et al. 2014 28 04 16 2.84 038 16 95% -0.10 [-0.79, 0.59] - T
Thompson et al. 2014 265 04 16 27 037 16 95% -0.13[-0.82, 0.57] - 1
Wilkerson et al. 2012 36 04 8 37 04 8 47% -0.24 [-1.22, 0.75] - ]
Total (95% Cl) 175 175 100.0% -0.33[-0.54, -0.12] ‘
Heterogeneity: Tau? = 0.00: Chi2 = 11.56, df = 16 (P = 0.77); 12 = 0% ‘ ‘ ‘ ‘

-2 -1
Supplement [experimental]  Placebo [control]

o
[
N

Test for overall effect: Z = 3.02 (P = 0.003)

FIGURE 8. Taille de I’effet pour les changements de VO, au cours de 1’exercice d’intensité

difficile a la suite de la supplémentation en NO3

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Bailey et al. 2009 3.82 028 8 3.87 029 8 5.9% -0.17 [-1.15, 0.82]
Bailey et al. 2010 1,647 100 7 1,726 65 7 4.5% -0.88[-1.99, 0.24]
Berry et al. 2014 141 1.07 15 144 0093 15  10.9% -0.29 [-1.01, 0.43] - 1
Boorsma et al. 2014 4,309 268 8 4,224 273 8 58% 0.30 [-0.69, 1.28]
Boorsma et al. 2014 4,195 322 8 4,198 257 8 59% -0.01[-0.99, 0.97]
Breese et al. 2013 3.09 051 9 312 051 9 6.6% -0.06 [-0.98, 0.87] "
Christensen et al. 2013 4,083 297 10 4,106 359 10 7.4% -0.07 [-0.94, 0.81] "
Lanlsey et al. 2011a 35 0.62 9 377 057 9  6.4% -0.43[-1.37, 0.51] "
Larsen et al. 2007 3.44 0.306 9 3.61 0.307 9 6.3% -0.53[-1.47, 0.42] "
Larsen et al. 2007 3.76 0.34 9 3.92 0.258 9 6.4% -0.50 [-1.45, 0.44] "
Thompson et al. 2014 3.46 0.54 16 34 06 16 11.8% 0.10 [-0.59, 0.80] -
Wylie et al. 2013 3.97 034 10 389 04 10 7.3% 0.21[-0.67, 1.09]
Wylie et al. 2013 394 0.28 10 3.98 0.35 10 7.4% -0.12 [-1.00, 0.76] N
Wylie et al. 2013 3.99 0.4 10 3.96 0.38 10  7.4% 0.07 [-0.80, 0.95] "
Total (95% ClI) 138 138 100.0% -0.14 [-0.38, 0.09] q

1 1 1

Heterogeneity: Tau2 = 0.00; Chi2 = 5.62, df = 13 (P = 0.96); I12= 0% T T T T

-2 -1 0 1
Test for overall effect: Z = 1.18 (P = 0.24) Supplement [experimental]  Placebo [control]
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FIGURE 9. Taille de I’effet pour les changements de VO, au cours de 1’exercice d’intensité

maximale a la suite de la supplémentation en NO3

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Bescés et al. 2011 4.64 0.35 11 4.82 0.33 11 11.6% -0.51 [-1.36, 0.34] I
Larsen et al. 2007 4.49 0.44 9 461 0.28 10.7% -0.31[-1.24, 0.62] - -1
Larsen et al. 2010 3.62 0.31 9 372 033 9 10.7% -0.30 [-1.23, 0.63] - 1
Masschelein et al. 2012 2.79 0.11 15 2.88 0.14 15 12.9% -0.70 [-1.44, 0.04] -
Puype et al. 2014 55 12 11 3 15 11  9.8% 1.77[0.75, 2.79] - -
Vanhatalo et al. 2010 3.49 0.83 8 343 085 10.2% 0.07 [-0.91, 1.05] —
Vanhatalo et al. 2010 3.5 0.82 8 342 088 10.2% 0.09 [-0.89, 1.07]
Vanhatalo et al. 2010 3.42 0.82 8 338 081 8 10.2% 0.05 [-0.93, 1.03] —
Zamani et al. 2015 126 3.7 17 116 31 17 13.8% 0.29 [-0.39, 0.96] I
Total (95% CI) 96 96 100.0% 0.02 [-0.42, 0.46]

Heterogeneity: Tau? = 0.25; Chiz = 17.99, df = 8 (P = 0.02); 12 = 56%
Test for overall effect: Z = 0.09 (P = 0.93)

T T
-2 -1
Supplement [experimental]

*

1 2

Placebo [control]

FIGURE 10. Taille de I’effet pour les changements de VO, en condition de repos a la suite de

la supplémentation en NOz

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bailey et al. 2010 429 16 7 389 16 7 57% 2.34[0.88, 3.80] - -
Bailey et al. 2010 426 15 7 391 8 7 5.2% 2.73[1.14, 4.31] - -
Berry et al. 2014 41 0.33 15 4 0.28 15  9.4% 0.32[-0.40, 1.04] 1
Bescos et al. 2011 0.41 0.07 11 0.44 0.07 11 8.7% -0.41[-1.26, 0.43] -
Bescos et al. 2011 0.45 0.09 11 0.42 0.07 11 8.8% 0.36 [-0.49, 1.20] -1
Bescés et al. 2011 043 01 11 0.47 0.08 11 8.7% -0.42 [-1.27,0.42] - 1
Bescos et al. 2011 05 011 11 0.53 0.06 11 8.8% -0.33[-1.17, 0.52] - 1
Kenjale et al. 2011 3.65 0.46 8 4.17 092 8 7.8% -0.68 [-1.69, 0.34] - |
Larsen et al. 2014 253 39 13 266 35 13 9.1% -0.34 [-1.12, 0.44] - 1
Masschelein et al. 2012 0.4 0.03 15 0.44 0.02 15 8.9% -1.53 [-2.35, -0.70] -
Shepherd et al. 2015 622 253 13 634 233 13 9.2% -0.05[-0.82, 0.72] - T
Thompson et al. 2014 0.35 0.09 16 0.35 0.08 16 9.6% 0.00 [-0.69, 0.69]
Total (95% CI) 138 138 100.0% 0.01 [-0.47, 0.50] ?
Heterogeneity: Tauz = 0.51; Chi2 = 39.77, df = 11 (P < 0.0001); I2= 72% _=4 IZ (') i i

Test for overall effect: Z = 0.05 (P = 0.96)
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3.5.2 Analyse en sous-groupes

Les parameétres choisis comme facteurs d’influence, a I’exception de 1’état de sant¢,
n’affectent pas les effets de la supplémentation en NO3™ lors d’exercices sous-maximaux. En
effet, le VO, est réduit a la suite de la supplémentation en NO3™ chez les sujets sains [-0,28 (95
% IC : -0,40, -0,16), p < 0,01], mais cet effet n’apparait pas chez les patients atteints de
pathologies chroniques [-0,09 (95 % IC : -0,50, 0,32), p = 0,67].

Concernant la forme du traitement, I’analyse de sous-groupes ne montre pas de
différence entre les effets des sels de NO3™ et le jus de betterave rouge sur le VO,, avec une
diminution significative du VO, au cours de I’exercice d’intensité modérée [betterave rouge : -
0,27 (95 % IC : -0,50, -0,04), p = 0,02 ; sels de NOs™: -0,38 (95 % IC : -0,76, 0,00), p = 0,05]
et élevée [betterave rouge: -0,30 (95 % IC: -0,55, -0,04), p = 0,02 ; sels de NOs™: -0,41 (95 %
IC: -0,81, -0,01), p = 0,04].

Au regard des doses de NOs™ ingérées par les sujets, une faible dose en NOz™ a un effet
sur le VO, au cours d’exercices d’intensité modérée [-0,41 (95 % IC : -0,69, -0,12), p < 0,01],
contrairement a une dose élevée en NO3 [-0,17 (95 % IC : -0,43, 0,09), p = 0,20]. Une dose
élevée en NO3™ diminue le VO, lors de ’exercice d’intensité élevée [-0,53 (95 % IC : -1,06, -
0,01), p = 0,05], alors qu’une faible dose en NOs3™ est associée avec une tendance vers une
réduction du VOZ, dans le méme domaine d’intensité [-0,24 (95 % IC : -0,50, 0,02), p = 0,07].

La durée de la supplémentation en NO3" influence la présence des effets du NO3™ sur le
VO0,, avec une diminution du VO, aprés une longue supplémentation (> 3 jours) en NOs’, au
cours de I’exercice d’intensité modérée [-0,62 (95 % IC : -1,05, -0,19), p <0,01]. Cet effet n’est
pas observe pour les supplémentations en NOs™ de courte durée dans ce méme domaine
d’intensité [-0,14 (95 % IC : -0,35, 0,07), p = 0,19]. En revanche, une courte supplémentation
en NO3™ (< 3 jours) est associée & une réduction du VO, lors d’exercices d’intensité élevée [-
0,30 (95 % IC : -0,57, -0,04), p = 0,02], ce qui n’est pas le cas pour les supplémentations en
NOs" de longue durée [-0,38 (95 % IC : -0,87, 0,10), p = 0,12].

Concernant les exercices dans les domaines d’intensité difficile et maximale, aucun

changement au niveau de ’effet de la supplémentation en NO3™ sur le VO, n’est trouvé, lorsque
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I’analyse de sous-groupes est réalisée en fonction de la forme, la dose et la durée des

traitements. Ces mémes résultats sont également observés sous condition de repos.

La supplémentation en NOs™ n’a pas d’effet sur le VO, chez des patients avec une
pathologie chronique [condition de repos : -0,04 (95 % IC : -0,57, 0,48), p = 0,87 ; exercice
d’intensité modérée : 0,01 (95 % IC : -0,50, 0,51), p = 0,98]. Si les patients atteints de
pathologies chroniques sont exclus des modéles, les sujets sains présentent une diminution du
VO, en réponse a la supplémentation en NOs au cours de I’exercice d’intensité modérée [-0,33
(95 % IC : -0,54, -0,13), p < 0,01].

L’analyse de sous-groupes n’a pas été effectuée pour la condition hypoxique au vu du
faible nombre d’études menées dans cette condition (Masschelein et al. 2012; Muggeridge et
al. 2014; Puype et al. 2015). En outre, les différentes procédures analytiques pour mesurer les
concentrations plasmatiques de NOs™ et de NO2 conduisent a une large différence entre les
valeurs rapportées dans les études, empéchant ainsi toute analyse de sous-groupes valide

concernant la réponse plasmatique du NO3™ et de NO>" a la suite des supplémentations.

3.5.3 Influence des études avec les effets les plus larges

Quand les études avec les effets les plus larges sur le VO, sont exclues, une tendance
vers une diminution du VO, a la suite de la supplémentation en NOj3" est observée en condition
de repos [-0,28 (95 % IC : -0,62, 0,05), p = 0,10]. L’analyse de sensibilité ne montre pas de
changement d’effet sur le VOZ lors d’exercices sous-maximaux [-0,23 (95 % IC : -0,35, -0,11),
p < 0,01], lorsque les études avec les plus larges effets sont exclues. L’absence de changement
au niveau des effets sur le VO, est observée, quand 1’analyse est effectuée dans les modéles
basés sur les domaines d’intensité de I’exercice (exercice d’intensité modérée : [-0,26 (95 % IC
:-0,43, -0,08), p < 0,01], exercice d'intensité élevée : [-0,26 (95 % IC : -0,48, -0,04), p = 0,02],
et exercice d'intensité difficile : [-0,11 (95 % IC : -0,35, 0,14), p = 0,38]). L’exclusion des
études avec les plus larges effets n’entraine pas de changement des effets du NO3™ sur le VO, ax

mesuré au cours d’épreuves d’effort maximal [-0,17 (95 % IC : -0,47, 0,13), p = 0,27].
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L’analyse de sous-groupes, qui évalue I’influence de facteurs selectionnés, ne montre
pas de changement d’effet de la supplémentation en NO3 sur le VO, au cours de 1’exercice
d’intensités modérée et difficile, lorsque les études avec les plus larges effets sont exclues.
Quand I’analyse est limitée au jus de betterave rouge [-0,19 (95 % IC : -0,46, 0,07), p = 0,15]
et une dose élevée en NO3 [-0,31 (95 % IC : -0,74, 0,11), p = 0,15], les effets sur le VO, ne sont
plus significatifs au cours de I’exercice d’intensité eélevée. En revanche, lorsque 1’analyse est
limitée aux sujets sains, une tendance vers une réduction du VO, apparait en condition de repos
[-0,37 (95 % IC : -0,80, 0,05), p = 0,08] et a I’exercice dans le domaine d’intensité maximale [-
0,29 (95 % IC : -0,63, 0,06), p = 0,10].

3.5.4 Biais de publication

L’analyse des graphes en entonnoir montre une symétrie globale de la distribution des
effets individuels des études autour de la taille de I’effet de I’ensemble du modele pour les
exercices d’intensite modérée, élevée, difficile, suggérant une absence de biais de publication.
Par contre, la distribution des effets individuels des études est asymétrique pour les modeles
intégrant les VO, mesurés en condition de repos et & 1’exercice d’intensité maximale. Cette
asymeétrie de la distribution des effets pourrait étre liée a une hétérogénéiteé significative dans

ces modeles, comme présenté ci-dessous.

3.5.5 Hétérogénéite et incohérence des modeles

Aucune hétérogenéite ou incohérence significative n’est observée dans les modéles pour
les exercices sous-maximaux [Q = 45,12 (p = 0,80), 12 = 0, 2 = 0%]. Cependant, la
supplémentation en NO3™ de longue durée est significativement associée avec une hétérogénéité
[Q=28,37 (p=0,10), 2= 0,10] et une faible incohérence [I12 = 30%], qui disparaissent dés lors

que les études avec les plus larges effets sont exclues du modele.

Une hétérogénéité significative est trouvée dans les modéles relatifs aux VO, en
condition de repos [Q = 39,77 (p < 0,01), 2 = 0,51] et a I’exercice maximal [Q = 17,99 (p =
0,02), 2= 0,25], avec une incohérence élevée [12 = 72%] et modérée [12 = 56%], respectivement.
En condition de repos, I’hétérogénéité pourrait étre expliquée par la supplémentation en jus de

betterave rouge [Q = 36,70 (p < 0,01), t> =1,08], la faible dose en NO3 [Q = 36,86 (p < 0,01),
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12 = 0,91], la supplémentation de longue durée [Q = 34,24 (p < 0,01), 1> = 6,74], et la présence
de sujets sains [Q = 37,13 (p < 0,01), 12 = 0,74] ; ces facteurs sont associés a une incohérence
élevée [I12 = 84%, 81%, 94%, et 78%, respectivement]. Concernant les exercices dans le
domaine d’intensité maximale, les facteurs pouvant expliquer I’hétérogénéité sont les suivants,
la supplémentation en jus de betterave rouge [Q = 15,03 (p = 0,01), 2 = 0,40], une faible dose
en NO3 [Q=16,82 (p =0,01), t> = 0,39], une supplémentation de longue durée [Q = 14,83 (p
<0,01), 12 = 0,87], et la présence de sujets sains [Q = 17.09 (p = 0.02), 2= 0.31] ; chacun de
ces facteurs présente une incohérence de modérée a éelevée [I12 = 67%, 64%, 80% et 59%,

respectivement].

L’exclusion des études avec les plus larges effets diminue notablement la présence
d’hétérogénéité et d’incohérence dans les modeles relatifs a la condition de repos [Q = 15,35 (p
=0,08), > = 0,12, I> = 41%] et a ’exercice maximal [Q = 5,13 (p =0,64), 1* =0, = 0%]. En
condition de repos, I’analyse de sensibilit¢ montre une diminution de 1’incohérence pour la
supplémentation en betterave rouge [12 = 69%], la faible dose en NO3™ [I2 = 57%)] et la présence
de sujets sains [1> =48%]. Toutefois, I’hétérogénéité reste significative pour la supplémentation
en jus de betterave rouge [Q = 12,93 (p = 0,01), 2= 0,36] et la faible dose en NO3 [Q = 11,50
(p =0,04), ©? = 0,22] dans ce méme modele. L’exclusion des études avec les plus larges effets
modifie a la fois I’hétérogénéité et I’incohérence dans les modéles regroupant les VO, mesurés
a I’exercice maximal comme suit : supplémentation en jus de betterave rouge [Q = 4,04 (p =
0,40), 2= 0, I>= 1%, faible dose en NO3 [Q =2.94 (p=0.71), 1= 0, I = 0%], supplémentation
de longue durée [Q = 2,18 (p = 0,34), 2 = 0,02, I = 8%, et sujets sains [Q = 2,95 (p = 0,82),
=0, 12=0%].
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FIGURE 11. Résumé des effets de la supplémentation en NO3 sur le VO,. * : p < 0,05.

Condition de repos

[0,01 (95% IC : -0,47 ; 0,50)]

Exercice d’intensité sous-maximale
[-0,26 (95% IC : -0,38 ; -0,15)]

Exercice d’intensité modérée

[-0,29 (95% IC : -0,48 ; -0,10)]

Exercice d’intensité élevée

[-0,33 (95% IC : -0,54 ; -0,12)]

Exercice d’intensité difficile
[-0,14 (95% IC : -0,38 ; 0,09)]

Exercice d’intensité maximale
[0,02 (95% IC : -0,42 ; 0,46)]

Différences moyennes standardisées

91



4. Discussion

Dans notre étude 1, I’objectif principal était de déterminer si la supplémentation en NO3’

réduit le VO, au repos et/ou a I’exercice.

Dans la méta-analyse, nous montrons que la supplémentation en NOs  réduit
significativement le VO, au cours de I’exercice d’intensité sous-maximale, et plus
particulierement lorsque 1’exercice est réalis¢ dans un domaine d’intensité de modérée a élevée.
En revanche, ’effet des supplémentations en NO3™ sur le VO, n’est pas significatif lors de
I’exercice d’intensités difficile et maximale. Les effets du NO sur le coiit en Oz de la contraction
musculaire semble disparaitre quand ’intensité de 1’exercice approche la capacité maximale
des sujets. Ces résultats sont contradictoires avec ceux de certaines études rapportant une
réduction du codt en O au cours de I’exercice d’intensité difficile aprés une supplémentation
en NOs™ (Bailey et al. 2009, 2010; Lansley et al. 2011b; Wylie et al. 2013a). Cependant, ces
¢tudes ont €té menées sur un faible échantillon d’individus, pouvant poser des limites a
I’interprétation des résultats obtenus. Notre méta-analyse regroupe les études dans des modéles
spécifiques selon le domaine d’intensité d’exercice et permet ainsi de réduire I’effet des limites
inhérentes a un faible nombre de sujets inclus. L’ensemble des effets de la supplémentation en

NOs sur le VO, au cours de I’exercice et au repos est résumé dans la figure 11.

Concernant la condition de repos, le VO, n’est pas significativement diminué a la suite
de la supplémentation en NOz". L’absence d’effet de la supplémentation en NO3z™ pourrait
s’expliquer par les conditions physico-chimiques au niveau des muscles et organes ayant une
activité métabolique élevée au repos. La réduction du NO> en NO est augmentée lorsque la
pression partielle en Oz et le pH sont faibles, des conditions qui ne sont pas réunies au repos
dans un contexte non pathologique (Cosby et al. 2003; Shiva et al. 2007; Lundberg et al. 2008).
Une seule étude indique une tendance vers une diminution du VO, au repos chez des patients
atteints d’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (Kenjale et al. 2011). Cependant,
lorsque les études avec les plus larges effets ont été retirées de 1’analyse, nous observons une
tendance a la diminution du VO, au repos dans la présente méta-analyse. La plupart des études
incluses dans notre méta-analyse mesuraient le VO, en condition considérée comme étant au
repos avant le début de I’exercice, et sans que les participants aient eu pour instruction de jetiner
la nuit précédant la visite. Le protocole d’une seule étude a en réalité été spécifiquement congu

afin de mesurer I’activité métabolique en condition stricte de repos (Larsen et al. 2014). Cette
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étude montre une réduction significative de 4,2 % du VO,. Par ailleurs, Larsen et al. (2011a)
indiquent que le NO; in vitro augmente de fagon dose dépendante la pression en O, nécessaire
pour atteindre 50 % de la respiration mitochondriale maximale (p50). Cet effet est également
observé apres une supplémentation en NO3z™ ingérée par les sujets (Larsen et al. 2011a). Le p50
au niveau mitochondrial est négativement associé avec ’activité métabolique basale (Larsen et
al. 2011b). Ainsi, la supplémentation en NO3z™ pourrait diminuer I’activité métabolique de repos.
Une diminution de I’activité métabolique de repos a la suite d’une restriction calorique ou d’une
supplémentation en resvératrol a par ailleurs été montrée comme étant associée a une
amélioration de certaines variables liées a la santé métabolique et vasculaire, telles que la

tension artérielle systolique, la sensibilité a I’insuline (Fontana et al. 2010; Timmers etal. 2011).

Concernant les effets de la supplémentation en NO3™ dans le contexte de pathologies
chroniques, une étude incluse dans la méta-analyse montre une augmentation du VO,,,.x chez
des patients avec une insuffisance cardiaque aprés une supplémentation en jus de betterave
rouge (Zamani et al. 2015). Cet effet est associé a un renforcement de la réserve vasodilatatrice
et du débit cardiaque a la fin de I’exercice (Zamani et al. 2015). De plus, une autre étude
rapporte une élévation du VO, 4 la suite d’une supplémentation en jus de betterave rouge de
15 jours chez des sujets sains (Vanhatalo et al. 2010). Cet effet serait dd a une augmentation de

la perfusion musculaire et du débit cardiaque maximal.

Par ailleurs, en raison de 1’absence d’une méta-régression dans les analyses réalisées,
nous ne sommes pas en mesure de déterminer si I’effet de la supplémentation en NO3™ sur le
VO, présente une association avec le niveau d’aptitude aérobie ou d’entrainement des sujets.
La large gamme de VO, des sujets inclus dans les études ainsi que le manque de report de
I’historique d’entrainement ou de ’activité physique pratiquée, ne nous ont pas permis d’établir
précisément des sous-groupes au sein des différentes populations étudiées. Toutefois, Porcelli
et al. (2015) observent une corrélation négative entre le VO, €t la réduction du codt en O
au cours de I’exercice d’intensité modérée, et une augmentation de la concentration plasmatique
de NO; inférieure, aprés une supplémentation en NO3™ chez les sujets ayant un VO, €levé
(> 60 mL.mint.kg?). De plus, de nombreuses études rapportent une absence d’effets de la
supplémentation en NO3™ chez des populations de sujets entrainés en endurance et présentant
des valeurs de VO, comprises entre 60 et 80 mL.min".kg™ (Peacock et al. 2012; Christensen
et al. 2013; Boorsma et al. 2014; MacLeod et al. 2015; Sandbakk et al. 2015; Nyakayiru et al.
2017c; Nyback et al. 2017).
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ETUDE 2:

La supplémentation en nitrate d’origine alimentaire n’améliore pas la tolérance a
I’effort au cours d’un exercice intermittent supramaximal chez des athletes

entrainés en endurance
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1. Introduction

La consommation de NO3™ d’origine alimentaire peut améliorer la tolérance a 1’effort au
cours d’exercices d’intensités sous-maximale et maximale. Cette amélioration de la tolérance a
I’effort était associée au cours de ces exercices a une augmentation de la puissance développée
lors d’efforts de type contre-la-montre (Lansley et al. 2011a), a une diminution du co(t en ATP
de la contraction musculaire (Bailey et al. 2010), et a une amélioration de ’efficience
mitochondriale (Larsen et al. 2011a). Cependant, plusicurs études n’ont pas rapporté
d’amélioration de la tolérance a I’effort a la suite d’une supplémentation en NO3™ (Peacock et
al. 2012; Christensen et al. 2013; Boorsma et al. 2014; MacLeod et al. 2015; Nyakayiru et al.
2017c). L’absence d’effet de la supplémentation en NO3™ a été majoritairement observée chez
des athletes entrainés en endurance, supportant 1’hypothése selon laquelle un niveau d’aptitude
aerobie élevé affecte les effets de la supplémentation en NO3™ sur la performance (Hoon et al.
2013; Porcelli et al. 2015; Carriker et al. 2016). Porcelli et al. (2015) montrent que le VO, ax
des sujets (comprise entre 28,2 et 81,7 mL.min™.kg™?) est négativement corrélé a la réduction
du codt en O a I’exercice sous-maximal et a I’amélioration de la performance durant un contre-
la-montre de 3 km, a la suite d’une supplémentation en NO3". A contrario, la majorité des études
observant une amélioration de la tolérance a I’effort était conduite chez des sujets non entrainés
en endurance ou modérément entrainés avec un VO, .« = 50 mL.min"t.kg? (Bailey et al. 2009,
2010; Lansley et al. 2011b; Wylie et al. 2013b, a; Thompson et al. 2014; Aucouturier et al.
2015). Les raisons de I’inefficacité de la supplémentation en NO3™ chez les athlétes entrainés en
endurance pourraient étre liées aux adaptations physiologiques inhérentes a 1’élévation du
VO,max €0 réponse a ’entrainement. Parmi ces adaptations physiologiques, une synthése
accrue de NO via la voie enzymatique (Totzeck et al. 2012) et une proportion de fibres de type
1 plus importante, lesquelles sont moins sensibles aux effets du NO3z™ comparativement aux
fibres de type 2 (Jones et al. 2016), pourraient étre les facteurs contribuant principalement a

I’inefficacité de la supplémentation en NO3".

Lors de I’exercice d’intensité supramaximale, les effets de la supplémentation en NO3
pourraient étre potentialisés par 1’émergence d’un environnement musculaire (caractérise par
un faible pH et par une diminution de la pression en O2), propice a la réduction du NO2" en NO
(Coshy et al. 2003; Shiva et al. 2007). Ces conditions permettraient une production du NO
indépendante de la voie enzymatique, qui est, elle, dépendante de 1’O> (FOrstermann et Sessa

2012). Quelques études se sont intéressées aux effets de la supplémentation en NO3™ a I’exercice
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d’intensité supramaximale, avec des performances améliorées (Sandbakk et al. 2015;
Aucouturier et al. 2015) ou inchangées (Martin et al. 2014) a la suite d’une supplémentation en
NO3". Ces études étaient conduites chez des sujets ayant un VO,,,., compris entre 40 et 55
mL.min™.kg?, et ’amélioration de la performance n’était pas associée a une réduction du colt
en Oz comme observée au cours d’exercices d’intensités sous-maximale et maximale. Nous
avons précédemment rapporté qu’une supplémentation de jus de betterave rouge de 3 jours
renforce la tolérance a 1’effort chez des sujets ayant un VO,.x ~ 50 mL.min.kg™?, au cours
d’un exercice intermittent supramaximal (170 % de la puissance maximale aérobie)
(Aucouturier et al. 2015). L’amélioration de la performance était accompagnée d’un maintien
de la perfusion musculaire au niveau du vaste latéral entre les phases d’exercice et de

récupération, a la suite de la supplémentation en NO3™ (Aucouturier et al. 2015).

L’objectif premier de cette étude était de déterminer si la supplémentation en NOz
améliore la tolérance a I’effort chez des sujets présentant un VO, . €levé (> 65 mL.mint.kg
1 lors d’un exercice intermittent supramaximal. L’objectif secondaire était de déterminer si un
indice de perfusion musculaire est maintenu a un haut niveau lors des répétitions en réponse a
la supplémentation en NOz,, comme précédemment trouvé chez des sujets modérément

entraTnés.
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2. Méthodes

2.1 Population

Les sujets masculins ont été contactés par le biais de clubs de triathlon et de course a
pied. Ces athletes suivent un entrainement en endurance soutenu, et prennent part a des
compétitions de course a pied et de triathlon. Onze sujets ont été initialement inclus dans
I’étude, mais 2 sujets ne répondaient pas au critére d’inclusion (V0. > 65 mL.min"t.kg™)
aprés la visite préliminaire. Les sujets ne prenaient aucun supplément alimentaire ou
médicament pouvant affecter le métabolisme du NO. Tous les sujets ont été informés du
déroulement du protocole de 1’étude, et ont donné leur consentement écrit pour participer a
I’étude. Le réel objectif de 1’étude n’était pas communiqué aux participants, mais il leur était
indiqué que 1’objet des expérimentations était de comparer les effets ergogéniques de deux
boissons issues de produits végétaux. Apres la participation a ’ensemble des visites
expérimentales, nous nous sommes assurés que les sujets n’étaient toujours pas informés des
propriétés suspectées de la supplémentation en NOgz’, en les questionnant a nouveau. Le
protocole de 1’étude était en accord avec la déclaration d’Helsinki, et a été approuvé par le
comité d’éthique de I’Haute Ecole Provinciale du Hainaut (Belgique). Les caractéristiques des

sujets inclus dans 1’étude sont présentées dans le tableau 2.

TABLEAU 2. Caractéristiques des sujets inclus dans 1’étude 2 (n=9)

Parametres Valeurs

Age (années) 21,737
Masse corporelle (kg) 66,8 + 8,5
Taille (m) 1,80 + 0,07
Masse grasse (%0) 111+24
Puissance maximale aérobie (W) 327 + 30

VO, max (ML.kgt.min) 71,1+5.22

Valeurs sont en moyenne + ET.
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2.2 Déroulement de 1’étude

L’étude a été congue de fagon a étre randomisée, transversale, en simple aveugle et
contrdlée par placebo. Au cours d’une visite préliminaire, les sujets réalisaient une épreuve
d’effort maximal afin de s’assurer de leur éligibilit¢ au vu du principal critére d’inclusion
(VOzmax > 65 mL.min?.kg?). Une fois I’épreuve d’effort maximal accomplie, les sujets se
rendaient a deux reprises au laboratoire afin de réaliser un exercice intermittent supramaximal
a chaque visite, laquelle était précédée de 3 jours de supplémentation en jus de betterave rouge
riche en NO3z™ ou de pomme-cassis (condition placebo). Les 2 visites expérimentales étaient
réalisées au méme moment de la journée, et étaient séparées d’au moins 1 semaine et au
maximum 2 semaines. La tolérance a I’effort était estimée par le nombre de répétitions de sprint
effectuées jusqu’a I’épuisement au cours des exercices intermittents supramaximaux. La
tension artérielle était relevée avant et apres les exercices. Un préléevement sanguin était effectué
par la suite afin de mesurer les concentrations plasmatiques des oxydes d’azote (NOx). Au cours
des exercices, les échanges gazeux étaient mesurés par calorimétrie indirecte, et les
changements d’oxygénation musculaire et du volume sanguin au niveau du vaste latéral étaient

estimés a I’aide de la spectroscopie du proche infrarouge (NIRS).

2.3 Epreuve d’effort maximal

Le VO,max et la puissance maximale aérobie ont été mesurés au cours d’une épreuve
d’effort maximal sur une bicyclette ergométrique mécanique (894E, Monark exercise, Suéde),
réalisée 1 a 2 semaines avant la premiére visite expérimentale. Le test commencait a 100 watts
(W) pendant 3 min, puis la charge augmentait de 35 W toutes les 2 minutes. Les sujets avaient
pour consigne une fréquence de pédalage de 80 rotations par minute, et étaient verbalement
encouragés par les expérimentateurs pour parvenir a un effort maximal. Les critéres utilisés afin
de s’assurer de ’atteinte du VO,,,.«, en dehors de ’épuisement subjectif des sujets, étaient les
suivants : une fréquence cardiague maximale atteinte similaire a celle prédite théoriguement
(220-age + 10 battements.min™), un quotient respiratoire (QR, VC0O,/V0,) au-dessus de 1,1, et
I’apparition d’un plateau au niveau du VO,. La puissance maximale aérobie correspondait a la
puissance atteinte au dernier palier complété, a laquelle était additionné le produit du temps

passé au dernier palier non complété et de la charge d’incrémentation (35 W).
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2.4 Supplémentation en NOs" et en placebo

Les sujets ont été supplémentes soit en NO3z™ par le biais d’un jus de betterave rouge
avec un contenu moyen en NO3z de 680 mg.L™, ou en placebo a I’aide d’un jus de pomme-
cassis avec un contenu pauvre en NOs < 5 mg.L™. L’apport calorique des 2 boissons était
leégerement différent, avec 185 Kcal pour le jus de betterave rouge et 225 Kcal pour le jus de
pomme-cassis. Les 2 boissons venaient d’un méme fournisseur (Pajottenlander, Belgique). Le
personnel distribuant les supplémentations aux participants n’était pas impliqué dans la
réalisation des tests a I’exercice au cours des visites expérimentales. Les consignes données aux
sujets, concernant le régime des supplémentations a suivre, étaient de : 1) prendre chaque matin,
les 2 jours précédant les visites experimentales, 500 mL de jus de betterave rouge ou 500 mL
de jus de pomme-cassis; 2) prendre, le jour de la visite expérimentale, 500 mL de jus de
betterave rouge ou de placebo, 2h avant leur arrivée au laboratoire. Les sujets étaient invités a
éviter la prise de café et d’alcool, respectivement, 6 et 24h avant les visites experimentales. En
outre, ’utilisation de solutions de bain de bouche était proscrite lors du protocole, et les sujets
ne devaient pas se brosser les dents dans les 3h suivant la prise des supplémentations, afin
d’éviter 1’action d’agents anti-bactériens pouvant empécher la conversion du NO2 en NO
(Govoni et al. 2008).

2.5 Exercices intermittents supramaximaux

Les exercices intermittents supramaximaux étaient réalisés sur le méme ergocycle que
celui utilisé pour la visite préliminaire, et commencaient 180 min apres la derniére ingestion de
la supplémentation en jus de betterave rouge ou en placebo. Les sujets réalisaient un
échauffement de 5 min a 50 % de leur puissance maximale aérobie, a une cadence de pédalage
de 70 rotations par minute. Suite a une récupération de 2 min apres 1’échauffement, 1’exercice
intermittent supramaximal débutait, et consistait en une répétition de périodes actives de 15 s a
170 % de la puissance maximal aérobie, entrecoupées de périodes passives de 30 s. Les
consignes données aux participants étaient d’atteindre, le plus rapidement possible, et de
maintenir une fréquence de pédalage de 90 rotations par minute a chaque répétition entamée.
Pour respecter ces consignes, un expérimentateur effectuait un décompte de 3 s, apres lequel
les sujets pédalaient sans charge jusqu’a 50 rotations par minute, ensuite la résistance était

automatiquement appliquée jusqu’a la fin de la répétition. L’exercice intermittent
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supramaximal était interrompu des que les sujets indiquaient ne plus étre en mesure de
poursuivre 1’exercice, ou s’ils n’étaient plus capables de maintenir une fréquence de pédalage
supérieure a 87 rotations par minute, durant les 5 dernieres secondes des 15 s de chaque

répétition.

2.6 Mesure des échanges gazeux

Le VO,, le VCO,, le QR et la ventilation (VE) étaient mesurés cycle a cycle au cours de
I’épreuve d’effort maximal et des exercices intermittents supramaximaux a I’aide d’un systéme
de mesure des échanges gazeux (K4b,, Cosmed, Italie). Avant chaque mesure, I’analyseur des
gaz était calibré avec 1’air ambiant et un mélange de gaz de concentrations connues (O : 16 %,
CO2:5 %), et le débitmetre était calibré avec une seringue de 3 L. Les échanges gazeux étaient
enregistrés afin d’étre analysés ultérieurement. La fréquence cardiaque était continuellement

mesurée avec un cardiofréquencemeétre (S810, Polard, Finlande).

2.7 Oxygeénation et indice de perfusion au niveau musculaire

L’oxygénation, la désoxygénation et le volume sanguin au niveau musculaire étaient
estimés continuellement au cours des exercices intermittents supramaximaux par le biais de la
spectroscopie du proche infrarouge (Oxymon, Artinis Medical System BV, Pays-Bas). Le
systeme de spectroscopie du proche infrarouge (NIRS) permet de mesurer les changements
d’absorption de la lumiére par ’hémoglobine (Hb) et la myoglobine (Mb), changements liés a
la saturation en Oz de I’Hb et la Mb. Les optodes émettant la lumiére (780 et 850 nm) et les
optodes réceptrices étaient séparées de 4 cm, et étaient placées a mi-distance entre le condyle
du genou et le grand trochanter du fémur. Les optodes étaient fixées et maintenues sur la peau
pour limiter les déplacements lors des exercices, et recouvertes d’un bandage sombre afin de
minimiser la contamination de la lumiere exogene. La localisation des optodes était relevée afin
d’étre reproduite entre les visites expérimentales. L’acquisition des signaux NIRS était
effectuée a 10 Hz (Oxysoft, Artinis Medical System BV, Pays-Bas), et les données étaient
extraites a 1 Hz pour ’analyse. Les 3 indices issus de la NIRS étaient exprimés par rapport aux
valeurs enregistrées durant 2 min de repos. Les changements de 1’hémoglobine oxygénée et

désoxygénée représentent, respectivement, une estimation de I’apport et de 1’utilisation de 1’Op,
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alors que les changements de 1’hémoglobine totale (somme de [’hémoglobine oxygénée et

désoxygénee) est un indice de perfusion musculaire.

2.8 Tension artérielle au repos

Les sujets a leur arrivée au laboratoire étaient mis en position couchée sur une table
d’examen médical durant 10 min. Ensuite, la tension artérielle systolique et diastolique ainsi
que la fréquence cardiaque étaient mesurées, en dupliqué, a I’aide d’un sphygmomanométre

électronique (IntelliSense, Ormon, Pays-Bas).

2.9 Prélévements sanguins et mesure des NOy plasmatiques

A la suite de la mesure de la tension artérielle et 20 a 25 min apres la fin de I’exercice,
des prélevements sanguins étaient effectués a travers un cathéter inséré dans la veine
antécubitale. Le sang, 5 mL par prélevement, était collecté dans des tubes EDTA. Les
prélevements sanguins étaient centrifuges a 3600 g et 4°C pendant 10 min, puis le plasma était
récupéré et stocké a - 80°C jusqu’a I’analyse. La concentration plasmatique des NOx a été
déterminée par colorimétrie a I’aide de la méthode de Griess (Cayman NO3™ colorimetric assay
kit, Bertin Pharma, France).

2.10 Analyse des données

Les effets de la supplémentation en NOs'étaient déterminés par la comparaison des
échanges gazeux et des paramétres dérivés de la NIRS entre les exercices intermittents
supramaximaux sous les deux conditions (jus de betterave rouge versus placebo). Le nombre
de répétitions étant différent entre les 2 exercices, 1’essai avec le nombre de répétitions le plus
faible était utilisé comme référence. Les données des 3 derniers sprints (périodes active et
passive) de cet essai étaient comparées a celles de I’essai avec le nombre de répétitions le plus
élevé, de sorte que les répétitions comparées étaient alignées en fonction du temps. La moyenne
des échanges gazeux était calculée sur I’ensemble de la durée de 1’exercice, et sur les périodes

actives et passives des répétitions, lesquelles étaient alignées en fonction du temps. L’amplitude
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des changements du VO,, du VCO, et du VE (AVO,, AVCO, et AVE, respectivement) entre les

périodes actives et passives durant les répétitions alignées sur le temps était également calculée.

Tous les paramétres dérivés de la NIRS étaient exprimés en changements relatifs par
rapport aux valeurs enregistrées au repos. Les valeurs de repos étaient mesurées durant les 30
dernieres secondes des 2 min de repos, ou les sujets étaient en position assise juste avant la
période d’échauffement. Les valeurs maximales de HHb et de THb, et les valeurs minimales et
maximales de HbO> (HbOzmin et HbO2max, respectivement) étaient déterminées pour chaque
condition de supplémentation. Les aires sous la courbe pour HbO2 (AUC-HbO.+), HHb (AUC-
HHb) et THb (AUC-THb) étaient calculées par la méthode trapézoidale sur la durée des
répétitions alignées sur le temps entre les 2 essais expérimentaux. L’estimation de 1’aire sous la
courbe a pour but de fournir un indice total de 1’oxygénation et de la perfusion musculaires lors
de I’exercice, étant donné que les parameétres dérivés de la NIRS changent constamment entre
les périodes actives et passives. Comme les signaux de I’HbO2> survenaient aussi en dessous des
valeurs repos, 1’aire sous la courbe pour I’HbO> relative a ces données était également calculée
(AUC-HbO2-).

2.11 Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel R (R version 3.2.5, R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). Les données sont exprimées en moyenne * écart-
type, @ moins qu’il en soit mentionné autrement. La normalité de la distribution était évaluée
par un test de Kolmogorov-Smirnov. Un test de Student pour des données appariées a été utilisé
afin de comparer les variables expérimentales durant les répétitions alignées sur le temps et
I’ensemble de 1’exercice. Les concentrations plasmatiques des NOx ont été analysees par une
ANOVA a double voie pour mesures répétées afin de comparer les conditions expérimentales
(betterave rouge versus placebo) avant et aprés 1’exercice intermittent supramaximal. L’analyse
post-hoc a été ensuite réalisée pour variables dépendantes comme requis. La relation entre les
changements de concentration plasmatique de NOx et les changements au niveau de la tolérance
a l’effort et les parametres physiologiques a été évaluée par le calcul du coefficient de

corrélation de Pearson. Le seuil de significativité était fixé a p < 0,05.
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3. Résultats

3.1 Performance a 1’exercice

La puissance cible correspondant & 170 % de la puissance maximale aérobie est de
555,3 £ 50,3 W. La puissance moyenne lors de I’exercice intermittent supramaximal est de
579,2 £ 57,7 W en condition de jus de betterave rouge, et de 578,9 £ 54,3 W en condition
placebo (non significatif, NS). Le travail effectué au cours des exercices intermittents
supramaximaux n’est pas différent entre les 2 conditions (jus de betterave rouge : 121 + 38 KJ ;
placebo : 121 + 29 KJ, NS). Le nombre de répétitions complétées n’est pas différent entre la
supplémentation en jus de betterave rouge et le placebo (13,9 £ 4,0 versus 14,2 + 4,5 répétitions,
respectivement, NS). Les performances individuelles sont présentées dans la Figure 12. Le
nombre de répétitions complétées n’est pas significativement associ€¢ aux changements au
niveau des concentrations plasmatiques des NOx apres les supplémentations. La tolérance a
I’effort n’est pas affectée par I’ordre de passage des sessions expérimentaux (1% test : 13,2 +
3,7 répétitions ; 2°Metest : 14,8 + 4,6 répétitions, NS).

FIGURE 12. Nombre individuel de répétitions complétées avant 1’épuisement au cours de
I’exercice intermittent d’intensité supramaximale a la suite d’une supplémentation en jus
betterave rouge et le placebo. Les carrés rouges indiquent le nombre moyen de répétitions

complétées pour chaque condition de supplémentation.
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3.2 Echanges gazeux et fréquence cardiaque

Aucune différence significative n’est observée au niveau du VO,, VCO,, et le VE entre
les 2 conditions (jus de betterave rouge versus placebo) pour I’ensemble de 1’exercice et les
répétitions alignées sur le temps. Les résultats sont présentés dans les Figures 13 et 14. La
fréguence cardiaque est similaire entre la condition en jus de betterave rouge et en placebo pour
I’ensemble de I’exercice (159,9 £ 9,0 versus 156,9 + 15,4, respectivement) et les répétitions
alignées sur le temps (170,4 + 14,7 versus 172,0 + 7,1, respectivement). Les échanges gazeux
et la fréquence cardiaque ne sont pas différents au cours des 3 premiers périodes actives entre
les 2 conditions (Cf. Tableau 3).

FIGURE 13. Variables du VO, (A) et du VCO, (B) au cours de I’exercice intermittent
d’intensité supramaximale aprés le placebo (barres blanches) et la supplémentation en jus de
betterave rouge (barres grises). Les données ont été calculées sur I’intégralité de 1’exercice
(Intégralité), les 3% périodes actives et passives (Début), et les périodes actives et passives en

fin d’exercice, alignées en fonction du temps (Fin).
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Ventilation (L/min)

Les fluctuations des échanges gazeux et de la fréquence cardiague entre les périodes
actives et passives ne sont pas différentes entre la supplémentation en jus de betterave rouge et
le placebo (Cf. Tableau 3). Aucune association n’est trouvée entre les changements de VO, et

ceux de la concentration plasmatique des NOx aprés les supplémentations.

FIGURE 14. Variables du VE (A) et de la fréquence cardiaque (B) au cours de I’exercice
intermittent d’intensité supramaximale aprés le placebo (barres blanches) et la supplémentation
en jus de betterave rouge (barres grises). Les données ont été calculées sur I’intégralité de
I’exercice (Intégralité), les 3% périodes actives et passives (Début), et les périodes actives et

passives en fin d’exercice, alignées en fonction du temps (Fin).
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TABLEAU 3. Effets d’une supplémentation en jus de betterave rouge sur les parameétres des

échanges gazeux et la fréquence cardiaque au cours de 1’exercice intermittent d’intensité

supramaximale

Jus de betterave Placebo
rouge

VE (L.min%) 3% périodes actives 759+9,9 80,2 + 10,4
Intégralité de 1’exercice 111,4+ 20,9 108,4 + 12,1
Périodes actives (TM) 1411+ 31,4 138,6 + 31,7
Périodes passives (TM) 97,6 £24,8 958+214
A Récupération-sprint 43,6 + 20,0 42,7 + 20,7

VO, (mL.min) 3% périodes actives 2819,3 +432,5 2940,7 + 440,2
Intégralité de 1’exercice 3378,5+681,8 3466,1 + 505,3
Périodes actives (TM) 3939 + 664 3795 + 789
Périodes passives (TM) 3353+ 751 3312 £ 670
A Récupération-sprint 585+ 173 483 + 279

VCO, (mL.min?) 3% périodes actives 2934,5 + 390,6 3208,6 + 402,3
Intégralité de 1’exercice 3830,0 + 563,6 3785,7 +533,1
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QR

Fréquence

cardiaque (bpm)

Périodes actives (TM)

Périodes passives (TM)

A Récupération-sprint

3% périodes actives

Intégralité de 1’exercice

Comparaison (TM)

3% périodes actives

Intégralité de 1’exercice

Périodes actives (TM)

Périodes passives (TM)

A Récupération-sprint

4523 £ 612

3705 £ 540

818 + 402

1,05+ 0,06

1,15+ 0,12

1,14 + 0,12

138,9 + 22,2

159,9+9,1

171,1+12,6

160,5 + 14,5

14,0 +9,7

4405 + 980

3522 + 562

882 + 457

1,10 + 0,17

1,10+ 0,03

1,10 + 0,05

138,8 + 20,8

156,9 + 15,4

1732+11,1

161,4 +13,1

118+ 3,4

Valeurs sont en moyenne £ ET. QR : Quotient respiratoire, TM signifie données alignées en fonction

du temps pour comparer des 3 périodes actives + passives successives, A indique les différences entre

les périodes actives et passives.
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3.3 Paramétres dérivés de la NIRS et tension artérielle de repos

La supplémentation en jus de betterave rouge n’a aucun effet sur la tension artérielle
systolique et diastolique ainsi que la fréquence cardiaque au repos. Les résultats sont rapportés

dans le Tableau 4.

TABLEAU 4. Effets d’une supplémentation de jus de betterave rouge de 3 jours sur la

fréquence cardiaque de repos et la tension artérielle

Jus de betterave Placebo
Tension artérielle diastolique (mmHg) 62,7 £8,9 64,0+ 8,4
Tension artérielle systoliqgue (mmHg) 1254+ 8,4 123,4+9,4
Fréguence cardiague (bpm) 64,475 62,0£9,0

Valeurs sont en moyenne £ ET.

Au repos, aucune différence significative n’est observée au niveau des parameétres
dérivés de la NIRS entre les deux conditions. Au cours de 1’exercice, les valeurs maximales de
HbO>, de HHb, et de THb, ne sont pas significativement différentes entre la supplémentation
en jus de betterave rouge et le placebo. AUC-HbO>+, AUC-HbO>., AUC-HHb et AUC-THb ne
different pas entre la condition en jus de betterave rouge et en placebo. L’ensemble des
parametres dérivés de la NIRS est présenté dans le Tableau 5. Les changements au niveau des
parameétres dérivés de la NIRS ne sont pas significativement associés aux changements de

concentrations plasmatiques des NOy aprés les supplémentations.

3.4 Concentrations plasmatiques des NOx

Les concentrations plasmatiques des NOx sont significativement augmentées apres la
supplémentation en jus de betterave rouge par rapport au placebo avant (jus de betterave rouge :
91,05 £ 30,01 uM ; placebo : 21,41 + 7,59 uM, p < 0,01) et apres I’exercice (jus de betterave
rouge : 78,23 = 14,67 UM ; placebo : 20,17 + 6,17 uM, p < 0,01).
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TABLEAU 5. Effets d’une supplémentation en jus de betterave rouge de 3 jours sur les
parameétres dérivés de la spectroscopie du proche infrarouge et mesurés au niveau du vaste

latéral au cours de I’exercice intermittent d’intensité supramaximale

Jus de betterave Placebo
rouge

HbO:? Repos 39,3+14,1 40,3+14,1
Maximal 143+79 12,7+ 3,8
TM-AUC+ 1710,8 £ 1083,7 1911,1 + 1026,3
Minimal -145+6,4 -15,0+7,3
TM-AUC- 3178,5 + 1597,5 4013,3 + 2166,7

HHb Repos 45,1 + 18,2 449 + 17,7
Maximal 25,6 +12,7 21,8 +6,5
TM-AUC 6619,7 + 875,8 6332,7 + 1336,8

THb Repos 83,0+ 334 85,2 +31,2
Maximal 154+123 15,6 £5,2
TM-AUC 6816,9 + 1463,1 6771,5 +3004,5

Valeurs sont en moyenne + ET. HbO, : hémoglobine oxygénée, HHb : hémoglobine
désoxygénée, THb : hémoglobine totale, TM signifie données alignées en fonction du temps pour

comparer des 3 périodes actives + passives successives.
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4. Discussion

Dans notre étude 2, les objectifs étaient de déterminer 1) si la supplémentation en NO3
améliore la tolérance a I’effort chez des sujets entrainés en endurance lors d’un exercice
intermittent supramaximal, et 2) si un indice de perfusion musculaire est maintenu a un niveau

supérieur lors des répétitions de sprint en réponse a la supplémentation en NOs".

Dans cette étude, nous n’observons aucune amélioration de la tolérance a 1’effort,
estimée par le nombre de répétitions de sprint effectuées, au cours d’un exercice intermittent
d’intensité supramaximale a la suite d’une supplémentation en NO3™ chez des sujets entrainés
en endurance avec une aptitude aérobie élevée (VO,ax > 65 mL.mint.kg™?). Ces résultats sont
a opposé de ceux observés chez des sujets ayant une aptitude aérobie plus faible (VO,max <
50 mL.mint.kg?), tels que les joueurs de sports collectifs (Wylie et al. 2013b; Aucouturier et
al. 2015; Wylie et al. 2016a; Porcelli et al. 2016). A ce jour et sans prendre en considération la
population recrutée, peu d’études se sont intéressées a 1’effet ergogénique de la supplémentation
en NOs au cours de I’exercice intermittent supramaximal. Quelques études rapportent soit une
altération (Martin et al. 2014), soit une amélioration (Aucouturier et al. 2015; Wylie et al.
2016a), ou une performance inchangée (Christensen et al. 2013; Martin et al. 2014; Sandbakk
et al. 2015; Wylie et al. 2016a), a la suite de la supplémentation en NOs3'".

Plusieurs facteurs peuvent expliquer les différences observées au cours de ces études
comme les caractéristiques de la population, les conditions de supplémentation (durée et dose)

et les modalités de 1’exercice.

L’aptitude aérobie semble étre le facteur majeur contribuant a I’absence d’effet de la
supplémentation en NOs3™ sur la tolérance a I’effort, et ce quelle que soit I’intensité de 1’exercice
(Hoon et al. 2013; Porcelli et al. 2015; Carriker et al. 2016). A notre connaissance, notre étude
est la premiére a explorer I’effet de la supplémentation en NO3z™ a I’exercice intermittent
supramaximal chez des sujets avec un VO, > 65 mL.mint.kg™. De nombreuses études ont
montré qu’une supplémentation en NO3 n’améliore pas la tolérance a 1’effort pour des
exercices d’intensité sous-maximale & maximale chez des sujets présentant des VO,uax
supérieurs a 60 mL.min.kg™? (Peacock et al. 2012; Christensen et al. 2013; Boorsma et al.
2014; MacLeod et al. 2015; Porcelli et al. 2015; Sandbakk et al. 2015; Carriker et al. 2016;
Nyakayiru et al. 2017c). Dans une autre étude utilisant les mémes modalités d’exercice que
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dans notre étude 2, nous avons trouvé une augmentation de 30 % du nombre de répétitions
effectuées lors de I’exercice intermittent supramaximal aprés la supplémentation en jus de
betterave rouge, chez des sujets avec un VO, a5 =~ 50 mL.min™.kg™? (Aucouturier et al. 2015).
Le nombre de répétitions réalisées dans notre étude 2 est nettement inférieur chez les sujets
ayant une aptitude aérobie élevée (jus de betterave rouge : 13,9 £ 4,0 ; placebo : 14,2 + 4,5) par
rapport aux sujets ayant une aptitude aérobie modérée (jus de betterave rouge : 26,1 = 10,7 ;
placebo : 21,8 + 8,0) (Aucouturier et al. 2015). Les sujets présentant un VO,,,,.x €levé disposent
d’une proportion importante de fibres musculaires de type 1, et une faible proportion de fibres
musculaires de type 2 (Abernethy et al. 1990). Ainsi, I’ensemble de ces observations semble
soutenir I’hypothése que 1’efficacité de la supplémentation en NO3™ serait spécifiquement liée
aux effets du NO au niveau des fibres de type 2 (Jones et al. 2016). Chez I’animal, la
supplémentation en NOsz augmente la force produite dans les muscles composés
majoritairement de fibres de type 2, mais cet effet n’est pas trouvé dans les muscles constitués
principalement de fibres de type 1 (Hernandez et al. 2012). Chez ’homme, la supplémentation
en NO3” augmente la force maximale en réponse a une stimulation électrique de 1-20 Hz (Haider
et Folland 2014), et la puissance développée au cours d’extension de la jambe de vitesse
modérée a rapide en contraction isocinétique (Coggan et al. 2015). Au vu de ces éléments,
I’augmentation de la biodisponibilit¢ du NO via la supplémentation en NO3 peut étre
particuliérement efficace chez des sujets issus de populations caractérisées par une proportion
importante de fibres musculaires de type 2 (Aucouturier et al. 2015), ou lors des exercices
recrutant une forte proportion de fibres musculaires de type 2 (Breese et al. 2013; Jones et al.
2016).

Concernant les modalités d’exercice, Wylie et al. (2016a) montrent qu’au sein d’une
méme population, la durée et I’intensité des périodes actives et passives lors d’exercices
intermittents déterminent 1’efficacité de la supplémentation en NO3 chez des sujets ayant un
VO,max ~ 60 mL.mint.kg™. A la suite de la supplémentation en NO3, la puissance développée
est accrue lors de 1’exercice de sprints maximaux comprenant des périodes actives courtes (6 s)
entrecoupées de périodes passives également courtes (24 s), alors qu’aucune différence avec la
condition placebo n’est observée lors de 1’exercice contenant des périodes longues actives (de
30 s 4 60 s) et passives (de 60 s a 240 s) (Wylie et al. 2016a). Dans cette étude, le VO, moyen
est supérieur au cours des périodes actives courtes, et reste élevé lors des périodes passives
courtes comparativement & celui mesuré lors des périodes longues. Les modalités d’exercice

utilisées dans la présente étude ont antérieurement montré un effet ergogénique de la
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supplémentation en NOs™ chez des sujets présentant une aptitude aérobie modérée (VO,max ~
50 mL.min"t.kg™?). Cependant, la population dans 1’étude de Wylie et al. (2016a) présente un
VO,max = 60 mL.min.kg™ qui est proche de la valeur pouvant servir de point de démarcation
dans la détermination du niveau d’aptitude aérobie considéré comme élevé (De Pauw et al.
2013). Ainsi, nous pouvons émettre I’hypothése que des modalités différentes lors des exercices
intermittents, permettant d’atteindre un pourcentage élevé de V0,4, SONt Nécessaires pour
observer des effets de la supplémentation en NOs’, chez des sujets ayant une aptitude aérobie
élevée (VO, .5 > 65 mL.mint.kg™). Dans notre étude, le pourcentage de VO, .« (75 %) atteint
lors des répétitions de sprint est similaire a celui rapporté dans 1’étude de Martin et al. (2014),
qui ne trouvent pas d’amélioration de la performance lors des sprints a la suite d’une
supplémentation en NOz". En revanche, dans notre précédente étude (Aucouturier et al. 2015),
utilisant les mémes modalités d’exercice chez des sujets avec une aptitude aérobie modérée, la
moyenne du VO, atteint correspond & 85 % du VO,,,.. Elle s’accompagne d’une augmentation
du nombre de répétitions complétées de 30 % a la suite de la supplémentation en jus de betterave

rouge (Aucouturier et al. 2015).

Une dose plus importante et/ou une durée de supplémentation en NO3™ ont été suggérées
comme des moyens pouvant élever notablement les concentrations plasmatiques de NOs et de
NO- chez les sujets entrainés en endurance (Boorsma et al. 2014; Porcelli et al. 2015), lesquels
ont déja des niveaux plasmatiques basaux de NOs™ et de NO2 supérieurs a ceux des sujets sains
sédentaires ou actifs (Jungersten et al. 1997; Totzeck et al. 2012). Chez des rameurs tres
entrainés, une amélioration de la performance est observée lors d’un effort de type contre-la-
montre de 2000 m sur rameur, a la suite d’une supplémentation de NO3™ a une dose de 8,4 mmol,
mais aucune amélioration n’est trouvée pour une dose ingérée de 4,2 mmol de NO3 (Hoon et
al. 2014). Dans notre étude, la dose ingérée par les participants (5,2 mmol/jour) est légérement
supérieure a la dose minimale utilisée dans 1’étude de Hoon et al. (2014). Cette dose pourrait
étre insuffisante pour induire des effets physiologiques significatifs. Cependant, aucune
amélioration de la performance sur un effort de type contre-la-montre de 1500 m chez des
coureurs de demi-fond de bon niveau (VO ¢ = 80 mL.mint.kg™) n’est rapportée aprés une
supplémentation de NO3 avec des doses de NOs™ jusqu’a 19,5 mmol, doses prises de fagcon
aigue ou sur 8 jours (Boorsma et al. 2014). En outre, certaines études rapportent que les niveaux
plasmatiques de NO_™ au repos ne différent pas entre les athlétes élites (VO,,ax COMPris entre
65 et 80 mL.min™.kg™?) et les sujets non-athlétes (VO,,,.x cOmpris entre 30 et 50 mL.min"t.kg"

1 (Porcelli et al. 2015; Christensen et al. 2017). De plus, une supplémentation aigue de NO3z”
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chez des athlétes élites, a une dose similaire a celle utilisée chez des sujets non entrainés, est en
mesure d’accroitre significativement les concentrations plasmatiques de NO3 et de NO2", mais
sans aucun changement au niveau de la tolérance a 1’effort (Peacock et al. 2012; Sandbakk et
al. 2015). Dans notre étude, I’augmentation des concentrations plasmatiques des NOx aprés la
supplémentation en NO3z™ est inférieure a celle mesurée dans de précédentes études portant sur
des sujets a aptitude aérobie elevée (Peacock et al. 2012; Boorsma et al. 2014; Sandbakk et al.
2015; Christensen et al. 2017). Les concentrations plasmatiques des NOx dans notre étude sont
similaires a celles rapportées en condition placebo et supplémentée en NOgzdans 1’étude de
Porcelli et al. (2015), qui procedent au méme traitement des échantillons sanguins que celui
utiliseé dans la présente étude. Ainsi, de futures études sont nécessaires pour établir plus
précisément la relation entre la dose de NO3s™ ingéreée et les effets ergogéniques supposés de la
supplémentation en NOs™ dans des populations ayant une aptitude aérobie élevée (VO,,.x > 65

mL.mint.kg?).

Concernant la durée de la supplémentation en NO3z", la puissance maximale aérobie est
accrue a la suite d’une supplémentation en NO3™ de 15 jours par comparaison a la condition
placebo chez des sujets sains et actifs (Vanhatalo et al. 2010). Cet effet n’est pas observé dans
cette population aprés une supplémentation aigue et de 5 jours en NO3™ (Vanhatalo et al. 2010).
A ce jour, aucune étude n’a exploré les effets d’une supplémentation en NO3™ d’une durée aussi
longue chez des sujets entrainés en endurance présentant un VO, élevé (> 65 mL.min.kg
1. Cependant, une supplémentation en NO3™ de 8 jours n’apporte aucun bénéfice supplémentaire
chez des athlétes avec un VO,,,.x €levé par rapport a une supplémentation en NO3™ aigue
(Boorsma et al. 2014) ou d’une durée de 6 jours (Nyakayiru et al. 2017c). De plus, I’ampleur
de I’augmentation des concentrations plasmatiques de NO2™ et de NOz n’est pas différente entre
les supplémentations en NOs™ d’une durée de 6 et 8 jours (Nyakayiru et al. 2017c). Ainsi, une
durée de supplémentation en NO3™ plus longue pourrait étre nécessaire afin d’observer des effets

physiologiques chez des sujets présentant une aptitude aérobie élevée.

Dans notre étude, nous n’observons pas d’effets de la supplémentation en NO3 sur le
VO, et la désoxygénation musculaire chez les sujets entrainés en endurance au cours de
I’exercice intermittent supramaximal. Breese et al. (2013) rapportent des cinétiques de VO, et
de desoxygénation musculaire plus rapides lors de la transition d’une intensité modérée a
difficile lors de I’exercice aprés la supplémentation en NO3". Selon ces auteurs, les résultats
s’expliqueraient par une augmentation du niveau intracellulaire de calcium dans les fibres

musculaires de type 2, laquelle activerait le métabolisme oxydatif. Une extraction en O accrue
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au niveau des fibres musculaires de type 2, durant la transition a 1’exercice vers des intensités
élevées, pourrait limiter la dégradation de la PCr et réduire la contribution de la glycolyse dans
la production d’ATP (Breese et al. 2013). Le caracteére intermittent de I’exercice avec des
périodes actives de courte durée nous empéche d’effectuer une analyse de la cinétique du
métabolisme oxydatif dans cette étude. Néanmoins, aucune différence significative n’est
trouvée au niveau des échanges gazeux au cours des 3 premieres répetitions entre la
supplémentation en jus de betterave rouge et le placebo. Ainsi, le NO3 n’apparait pas affecter
la cinétique du métabolisme oxydatif au cours de I’exercice intermittent supramaximal chez les

sujets ayant une aptitude aérobie élevée.

A notre connaissance, aucune étude n’a exploré I’effet de la supplémentation en NO3~
sur I’apport et I’extraction en O2 estimés par la spectroscopie du proche infrarouge chez des
sujets ayant un VO, €levé (> 65 mL.min"t.kg™). Nous n’observons aucune différence au
niveau de la désoxygenation et du volume sanguin, estimés au niveau du vaste latéral, entre les
conditions (supplémentation en jus de betterave rouge versus placebo) au cours de 1’exercice
intermittent supramaximal. Ces résultats sont contraires a ceux rapportés chez les sujets avec
un VO,,,.x Modéré (Aucouturier et al. 2015), lesquels présentent un renforcement du volume
sanguin au niveau musculaire suggérant une redistribution du débit sanguin vers les fibres
musculaires de type 2, redistribution due & une hausse de la vasodilatation dépendante du NO
par I’intermédiaire de la réduction du NO,". Ces précédents résultats pourraient expliquer
’amélioration de la tolérance a I’effort chez les sujets ayant un VO, = 50 mL.min"t.kg?, par
un maintien de la perfusion musculaire dépendante du NO sous supplémentation en NO3z
(Grassi et al. 2011; Aucouturier et al. 2015). Ainsi, la supplémentation en NO3™ chez des sujets
ayant un VO,,.¢ €levé (> 65 mL.mintkg?) et dotés d’une forte proportion de fibres
musculaires de type 1, ne renforce pas I’indice de perfusion musculaire estimé par la

spectroscopie du proche infrarouge, lors de 1’exercice intermittent d’intensité supramaximale.
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ETUDE 3:

Les concentrations plasmatiques de diméthylarginine asymétrique ne sont pas

associées a I’aptitude aérobie chez des sujets jeunes et sains
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1. Introduction

Comme précédemment mentionné, I’aptitude aérobie est un facteur indépendant,
prédictif des risques cardiovasculaires (Williams 2001; Myers et al. 2002). Les patients atteints
de pathologies cardiovasculaires telles que I’insuffisance cardiaque ou 1’artériopathie
oblitérante des membres inférieurs présentent une aptitude aérobie limitée, qui est, par ailleurs,
associee a un niveau plasmatique de diméthylarginine asymétrique (ADMA) élevé (Wilson et
al. 2010; Seljeflot et al. 2011). L’ADMA est un inhibiteur endogéne de la NO synthase,
conduisant a la diminution de la vasodilatation dépendante du NO (Ardigo et al. 2007). Chez
les athletes, qu’ils soient jeunes ou &gés, la fonction microvasculaire est renforcée par rapport
aux sujets appariés en age, n’ayant pas une activité physique réguliére (Montero et al. 2015).
La fonction microvasculaire est positivement associée a un faible risque cardiovasculaire
(Anderson et al. 2011), et contribue au maintien d’un profil métabolique équilibré (Bakker et
al. 2009). Les bénéfices de I’activité physique semblent principalement agir sur le systéme
vasculaire, indépendamment des facteurs de risques cardiovasculaires traditionnels (Joyner et
Green 2009). Mais, les médiateurs des effets protecteurs de 1’entrainement sur le systéme

vasculaire restent & identifier précisément.

Chez les patients présentant une pathologie cardiovasculaire, la dysfonction
microvasculaire conduit a une altération du débit sanguin et de I’apport en O2 aux muscles
squelettiques lors de I’exercice (Sperandio et al. 2012). Ces altérations induisent un déséquilibre
entre I’apport et I’utilisation de 1’O2 aux muscles actifs, pouvant ainsi limiter 1’aptitude aérobie
chez ces patients (Takagi et al. 2014). Toutefois, malgré 1’association rapportée entre I’aptitude
aérobie et I’ADMA chez des patients atteints de pathologies cardiovasculaires (Wilson et al.
2010; Seljeflot et al. 2011), aucune étude n’a exploré si le VO, .4 et I’apport en Oz au niveau
musculaire sont liés a la concentration plasmatique ADMA en I’absence de pathologies
déclarées. Ceci ferait de ’ADMA, un médiateur dans la régulation du débit sanguin et I’apport

en Oz aux muscles squelettiques au cours de 1’exercice.

L’objectif premier de cette étude est de déterminer si les concentrations plasmatiques
d’ADMA présentent une association a I’aptitude aérobie chez des sujets jeunes et sans
pathologies cardiovasculaires ou désordres métaboliques (V O, pax : > 65 mL.mint.kg?, groupe
avec une aptitude aérobie élevée ; < 45 mL.min.kg?, groupe avec aptitude aérobie faible).

L’objectif secondaire est de déterminer si les différences de cinétiques de désoxygénation
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musculaire, laquelle est estimée par la spectroscopie du proche infrarouge, au cours de
I’exercice, sont associées aux concentrations plasmatiques d’ADMA. La modélisation de la
cinétique de désoxygénation musculaire a été proposée comme un outil pouvant évaluer la
fonction microvasculaire, ou un déplacement du profil de désoxygénation musculaire vers la
gauche ou vers la droite peut indiquer, respectivement, une altération ou un renforcement de la

fonction microvasculaire (Ferreira et al. 2007).

117



2. Méthodes

2.1. Population

Vingt sujets étaient inclus dans I’étude. Ils ne présentaient pas de pathologies
cardiovasculaires et métaboliques, selon I’historique médicale ou 1’un examen clinique. Les
participants étaient séparés en 2 groupes en fonction de leur VO,,.x €t de leur puissance
maximale aérobie, qui étaient évalués au cours d’une épreuve d’effort maximal. Les sujets
potentiellement éligibles pour intégrer le groupe avec une aptitude aérobie élevée (HI-FIT,
n=10) étaient des athletes entrainés en endurance et participaient régulierement a des
compétitions. Les sujets potentiellement éligibles pour étre inclus dans le groupe ayant une
faible aptitude aérobie (LO-FIT, n=10) étaient recrutés a partir d’une liste de volontaires pour
des études a I’exercice, et ne pratiquaient pas plus de 3 h d’activités physiques structurées par
semaine. Les participants avaient tous donné leur consentement écrit pour prendre part a
I’étude, et étaient informés du protocole et des objectifs de I’étude. Les critéres d’inclusion
étaient pour le groupe HI-FIT : un VO, > 65 mL.min"t.kg™ et/ou une puissance maximale
aérobie comprise entre 4,9 et 6,4 W.kg*; contre pour le groupe LO-FIT : un VOy,.x < 45
mL.min.kg™et/ou une puissance maximale aérobie < 4,0 W.kg™. Ces critéres étaient basés sur
les recommandations pour classifier les groupes de sujets en recherche en sciences du sport, et
correspondent a des niveaux de performance de 1 et 4, respectivement (De Pauw et al. 2013).
Les caractéristiques des sujets sont présentées dans le Tableau 6. Les participants ne prenaient
pas de médicaments pouvant affecter le métabolisme du NO, ni les réponses cardiovasculaires
et hémodynamiques a I’exercice. La présente étude est en accord avec la déclaration d’Helsinki,

et a été approuvée par le comité d’éthique de la Haute Ecole Provinciale du Hainaut (Belgique).

2.2 Déroulement de I’étude

Les sujets se sont rendus au laboratoire afin de réaliser une épreuve d’effort maximal,
durant laquelle le VO,,,., €t le profil de la désoxygénation musculaire étaient évalués. Les
échanges gazeux étaient mesures a 1’aide de la calorimétrie indirecte. Les changements de la
désoxygénation au niveau du vaste latéral étaient estimés par la spectroscopie du proche
infrarouge (NIRS). Des prélévements veineux étaient réalisés avant et apres 1’exercice afin de

déterminer les concentrations plasmatiques de I’ADMA et des dérivés de la L-arginine.
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TABLEAU 6. Caractéristiques des sujets inclus dans 1’é¢tude 3

Groupes

HI-FIT (n = 10)

LO-FIT (n = 10)

VO, max (ML.Mint.kg?) #

Puissance maximale aérobie

(W.kgh) #

FC maximale

(battements.min®) #

Age (années)

Masse corporelle (kg)

Taille (cm)

IMC (kg.m™)

Masse grasse (%)

70,2 (71,9 — 68,0)

53 (5,5 4,9)

180,0 (187,0 — 179,3)

256+7,0

67,9+9,7

178,7+8,0

21,2+19

10,3+ 1,7

43,8 (45,3 — 34,8)

3,4 (3,5-2,8)

188,0 (190,8 — 182,5)

27 +6,2

77,2+79

181,0+4,4

235+20

15,4+ 3,0

Valeurs sont en moyenne + ET. # : les variables ne respectant pas la normalité sont présentées en
médiane et écart interquartile (75" — 25M). HI-FIT : groupe avec aptitude aérobie élevée ; LO-FIT :
groupe avec aptitude aérobie faible ; IMC : Indice de Masse Corporelle ; FC : Fréquence cardiaque. * :
p <0,05.
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2.3 Epreuve d’effort maximal

Le VO,ay et la puissance maximale aérobie étaient mesurés au cours d’une épreuve
d’effort maximal sur une bicyclette ergométrique mécanique (894E, Monark Exercice AB,
Suéde). La charge initiale et I’incrémentation de la charge étaient adaptées pour chaque groupe
afin d’atteindre un épuisement dans les 12 & 20 min apres le début de I’exercice. La charge
initiale était fixée a 100 W et 35 W dans le groupe HI-FIT et LO-FIT, respectivement ;
I’incrémentation de la charge étaient de 35 W et 20 W toutes les 2 min dans le groupe HI-FIT
et LO-FIT, respectivement. L’atteinte du VO, . était confirmée par la présence d’au moins 3
des critéres suivants : I’épuisement volontaire du sujet, ’atteinte de la fréquence cardiaque
maximale théorique (220-4ge + 10 battements.min™t), QR au-dessus de 1,1, et de 1’émergence
d’un plateau du VO, entre les 2 derniers paliers. La puissance maximale aérobie était calculée
comme la somme de la puissance au dernier palier complété, et I’incrémentation de la charge,

laquelle est multipliée par le temps passé dans le dernier palier entamé.

2.4. Mesure des échanges gazeux

Le VO,, le VCO,, le QR et la ventilation (VE) étaient mesurés cycle a cycle au cours de
I’épreuve d’effort maximal et des exercices intermittents supramaximaux a 1’aide d’un systéme
de mesure des échanges gazeux (K4b., Cosmed, Italie). Avant chaque mesure, I’analyseur des
gaz était calibré avec 1’air ambiant et un mélange de gaz de concentrations connues (O : 16 %,
CO2: 5 %), et le debitmetre était calibré avec une seringue de 3 L. Les échanges gazeux étaient
enregistrés afin d’€tre analysés ultérieurement. La fréquence cardiaque était continuellement

mesurée avec un cardiofréquencemetre (S810, Polard, Finlande).

2.5. Désoxygenation musculaire

La désoxygénation musculaire (HHb) était mesurée continuellement au cours de
1I’épreuve d’effort maximal a 1’aide de la spectroscopie du proche infrarouge (Oxymon, Artinis
Medical System BV, Pays-Bas). Le systéme de spectroscopie du proche infrarouge (NIRS) est
compos¢ d’une optode émettrice qui transmet la lumicre produite (780 et 850 nm) au tissu

d’intérét, et d’une optode réceptrice qui regoit la lumiére revenant du tissu afin de la transmettre
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a un spectrometre. Dans le tissu musculaire, les signaux de la NIRS émanent principalement de
I’absorption de la lumiére par I’hémoglobine (Hb) et la myoglobine (Mb), qui est li¢e a leur
saturation en O,. Les optodes émettrices et réceptrices étaient séparées de 4 cm, et étaient
placées au niveau du vaste latéral, a mi-distance entre le condyle du genou et le grand trochanter
du fémur. Les optodes étaient fixées et maintenues sur la peau pour limiter les déplacements, et
recouvertes d’un bandage sombre afin de minimiser la contamination de sources lumineuses.
La localisation des optodes était relevée afin de vérifier si aucun déplacement de dispositif
n’avait eu lieu au cours de I’exercice. L’acquisition des signaux NIRS était effectuee a 10 Hz
(Oxysoft, Artinis Medical System BV, Pays-Bas), et les données étaient extraites a 1 Hz pour

I’analyse.

2.6. Cinétique de la désoxygénation musculaire

Concernant les données du VO,, les points aberrants dépassant une bande passante de 4
écart-types par rapport a la moyenne locale étaient retirés, et les données étaient ensuite
interpolées en intervalle d’une seconde. Les données du VO, étaient décalées de 20 s pour
prendre en compte le temps de transit de 1’O2 du muscle vers les poumons (Murias et al. 2011),
de sorte que les changements du VO, pulmonaire correspondent & ceux au niveau musculaire.
En raison d’une incertitude sur le trajet de la lumiére au sein du muscle, les données de HHb
¢taient exprimées en changements relatifs par rapport aux valeurs de repos (A[HHb]), lesquelles
étaient enregistrées lors des 30 derniéres secondes d’une période de repos de 2 min en position
assise. La réponse du VO, et de la A[HHb] était alignée en fonction du temps, et normalisée de
facon a ce que 100 % représentaient la moyenne des 30 derniéres secondes du dernier palier de
I’épreuve d’effort maximal. Ce dernier palier, pour étre comptabilisé, devait étre maintenu au
moins 90 s par le sujet. Compte tenu des différences inter-individuelles dans la survenue de
I’épuisement au cours de 1’épreuve d’effort maximal, les réponses du VO, et de la A[HHb]
étaient réduites en 100 échantillons égaux pour permettre une comparaison directe entre les
groupes HI-FIT et LO-FIT.

La réponse normalisée de la A{HHb] était exprimée en fonction du % V0, . aU COUrs

de I’épreuve d’effort maximal, et était modélisée a travers le modele sigmoide suivant :

F(x)=fo +A/(1 + exp~(-c+dx)
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Ou f, représente le niveau de repos exprimé en % A[HHb]max, A est I’amplitude de la réponse,

d est la pente du modele sigmoide, c est une constante qui dépend de d, c/d est la valeur de x

qui correspond a 50 % de I’amplitude de la réponse totale.

La Figure 15 montre le profil de la désoxygénation musculaire au cours de 1’épreuve de 1’effort

maximal de 2 sujets représentatifs du groupe HI-FIT et LO-FIT.

FIGURE 15. Profil de la désoxygénation musculaire au cours de I’épreuve d’effort maximal,

estimée chez des sujets représentatifs du groupe LO-FIT (Figure A) et du groupe HI-FIT (Figure

B). % VO,mayx : pourcentage de la consommation maximale d’oxygéne ; % A[HHD]max :

pourcentage de I’amplitude de la désoxygénation musculaire par rapport au repos.
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2.7. Prélevements sanguins

Les prélévements sanguins €taient collectés dans des tubes EDTA a partir d’une veine
antécubitale avant et 15 min apres 1’épreuve d’effort maximal, avec les sujets en position semi-
couchée. Les prélevements sanguins étaient centrifugés a 3600 g et 4°C pendant 10 min, le
plasma était aliquoté et stocké a -80°C jusqu’a 1’analyse. Les concentrations plasmatiques de
L-arginine, de diméthylarginine asymétrigue (ADMA), de diméthylarginine symétrique
(SDMA), de citrulline et d’Homoarginine étaient mesurées par une méthode couplant la
spectrométrie de masse a la chromatographie liquide (LC-MS/MS) (Shin et al. 2011; Martens-
Lobenhoffer et al. 2013). La méthode de la LC-MS/MS est considérée comme la méthode

référence pour la mesure de ces analytes (Martens-Lobenhoffer et Bode-Bdger 2007).

2.8 Analyse statistique

L’analyse complete des données et la modélisation sigmoide ont été réalisées a 1’aide
du logiciel R (R version 3.2.5, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Les
données sont exprimées en moyenne * écart-type, a moins qu’il en soit mentionné autrement.
La normalité de la distribution et I’hétéroscédasticit¢ des données étaient évaluées par un test
de Shapiro-Wilk et un test de Levene, respectivement. Les caractéristiques des sujets étaient
compareées par 1’intermédiaire d’un test de Student pour variables indépendantes ou d’un test
Mann-Whitney-Wilcoxon. L’ajustement du mod¢le sigmoide sur les données réelles était
comparé entre les groupes HI-FIT et LO-FIT en utilisant un test Mann-Whitney-Wilcoxon. Cet
ajustement comprenait comme parameétres : la valeur du R2, la somme résiduelle des moindres
carrés et I’estimation de I’erreur standard. Les parameétres dérivés du modele sigmoide de la
réponse de A[HHb] en fonction du %V0,,,., Etaient également comparés avec un test Mann-
Whitney-Wilcoxon. Les concentrations plasmatiques d’ADMA et des dérivés de la L-arginine
étaient analysées par une ANOVA a double voie pour des mesures répétées, avec comme
facteurs principaux D’aptitude aérobie et le temps (avant versus apres [’exercice). Leur
interaction était aussi évaluée. Par la suite, une analyse de post-hoc était réalisée avec une
correction de Benjamini-Hochberg pour des prélevements dépendants et indépendants. La
relation entre le VO,,,,. €t les concentrations plasmatiques de 1’ensemble des dérivés de la L-
arginine était estimée a 1’aide du coefficient de corrélation de Pearson. L’association de la
réponse sigmoide de A[HHb] avec I’aptitude aérobie et les concentrations plasmatiques des
dérivés de la L-arginine était estimée en utilisant la valeur du rho de Spearman. Le seuil de
significativité était fixé a p < 0,05.
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3. Résultats

3.1. Concentrations plasmatiques d’ADMA

Aucun effet du groupe (HI-FIT ou LO-FIT) et du temps n’est observé sur les

concentrations plasmatiques d’ADMA, malgré une tendance vers des concentrations ADMA

plus élevées dans le groupe HI-FIT (p = 0,06). Les résultats relatifs a I’ADMA sont présentés

dans la Figure 16, et les valeurs absolues sont rapportées dans le Tableau 7. Les concentrations

plasmatiques d’ADMA ne sont pas significativement associées a la VO, OU aux parametres

dérivés de la modélisation de la désoxygénation musculaire, aussi bien avant qu’apres

I’exercice.

TABLEAU 7. Concentrations plasmatiques de ’ADMA et des dérivés de la L-arginine pour

les groupes LO-FIT et HI-FIT avant et apres 1’épreuve d’effort maximal

HI-FIT LO-FIT ANOVA
Pré-exercise  Post-exercise  Pré-exercise  Post-exercise Effets

ADMA (uM) 0,54 + 0,07 0,55 +0,03 0,50 + 0,06 0,49 + 0,08 Groupe §

L-arginine (uM) 68,09 + 10,65 61,84+952 76,15+20,62 71,55+21,65 Temps *
Homoarginine (uM) 1,24 £ 0,42 1,17 +0,50 1,45+ 0,31 1,56 + 0,44
SDMA (uM) 0,60 +0,10 0,60 £ 0,10 0,55 + 0,09 0,58 + 0,08

Citrulline (unM) 32,24 +6,77 3205+884 3947+9,19 39,38 +10,92

L-arginine/ADMA 126,76 + 113,25 + 151,03 + 145,78 + Groupe *

21,34 19,85 26,74 30,92 Temps *

Homoarginine/ADMA 2,31 +0,87 2,16 £ 1,06 2,90 £ 0,49 3,18 £ 0,62 Groupe *

Temps *

Interaction *

Valeurs sont en moyenne = ET. ADMA : Diméthylarginine asymétrique ; SDMA : Diméthylarginine

symétrique. * : p < 0,05 ; § : p <0,10 pour les tendances.
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Arginine/ADMA

ADMA (uM)

FIGURE 16. Concentrations plasmatiques de I’ADMA (Figure A), de la L-arginine (Figure B)
et des rations de dérivés de la L-arginine, Arginine/ADMA (Figure C) et Homoarginine/ADMA
(Figure D), pour les groupes LO-FIT (barres blanches) et HI-FIT (barres grises) avant et apres

I’épreuve d’effort maximal. * : p < 0,05.
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3.2.  Concentrations plasmatiques des dérivés et des rapports de la L-arginine

Les concentrations plasmatiques de la L-arginine sont diminuées aprés 1’exercice
comparativement a celles mesurées avant 1’exercice (p < 0,05, Figure 16). Une corrélation
significative est trouvée entre la VO,,,.« €t les concentrations plasmatiques de citrulline pré-
exercice (r = -0,46, p < 0,05) et de Homoarginine post-exercice (r = -0,48, p < 0,05). Les
résultats concernant la concentration plasmatique de SDMA, de Homoarginine et de citrulline

sont montrés dans les Figures 16 et 17.

Concernant les valeurs aprés 1’exercice, les rapports L-arginine/ADMA (p < 0,05,
Figure 16) et Homoarginine/ADMA (p < 0,05, Figure 16) sont significativement supérieurs
chez le groupe LO-FIT comparativement a ceux mesurés chez le groupe HI-FIT. Le rapport
Homoarginine/ADMA augmente aprés 1’exercice comparativement a son niveau avant
I’exercice dans le groupe LO-FIT, uniquement (p < 0,05, Figure 16). Les valeurs absolues des
concentrations plasmatiques des dérivés de la L-arginine et des rapports sont présentées dans le
Tableau 7.

Le rapport L-arginine/ADMA est corrélé au VO, . aussi bien avant qu’aprés ’exercice
(r=-0,47,p<0,05;r=-0,58, p <0,01, respectivement). Le rapport Homoarginine/ADMA est
négativement corrélé au VO, aprés I’exercice (r = -0,58, p < 0,01), mais cette association
n’apparait pas pour les variables avant I’exercice. Toutes les corrélations entre les
concentrations plasmatiques des dérivés de la L-arginine et le VO, .5 Sont rapportées dans le
Tableau 8.

3.3. Désoxygénation musculaire

La pente du modele sigmoide (d) et le point c/d, correspond a 50 % de I’amplitude
totale de la réponse A[HHDb], ne différent pas significativement entre les groupes HI-FIT et LO-
FIT. Aucune association n’est observée entre les concentrations plasmatiques des dérivés de la
L-arginine et les parametres issus de la modélisation de la désoxygénation musculaire au cours
de I’exercice (Cf. Tableau 8). Les parametres estimés a partir de la modélisation de la réponse

de A[HHDb] au cours de I’épreuve d’effort maximal sont présentés dans le Tableau 9.
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SDMA (uM)

FIGURE 17. Concentrations plasmatiques de la SDMA (Figure A), de la Homoarginine
(Figure B) et de la Citrulline (Figure C) pour les groupes LO-FIT (barres blanches) et HI-FIT

(barres grises) avant et apres 1’épreuve d’effort maximal.
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TABLEAU 8. Associations des concentrations plasmatiques de I’ADMA et des dérivés de la

L-arginine avec le V0,,,4, et les paramétres estimés & partir de la modélisation sigmoide de la

désoxygénation musculaire

PRE-EXERCISE

POST-EXERCISE

VO0smax d# c/d # VO0smax d# c/d #
ADMA (uM) 0,30 -0,18 - 0,02 0,33 - 0,08 -0,13
L-arginine (uM) - 0,27 0,15 0,21 -0,40 0,05 0,05
Homoarginine (uM) -0,32 0,06 0,03 -0,48 * 0,10 -0,16
SDMA (uM) 0,33 -0,26 -0,12 0,14 -0,12 -0,11
Citrulline (unM) -0,46 * -0,16 -0,09 -0,44 -0,20 0,01
L-arginine/ADMA -0,47* 0,19 0,24 -0,58 * - 0,04 0,17
Homoarginine/ADMA -0,43 -0,03 0,19 -0,56 * 0,05 -0,05

# : Associations estimées par le rho de Spearman. ADMA : Diméthylarginine Asymétrique ; SDMA :

Diméthylarginine Symétrique ; d : la pente du modeéle sigmoide ; c/d : la valeur de x correspond a 50 %

de I’amplitude totale. * : p < 0,05.
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TABLEAU 9. Paramétres de I’ajustement de la modélisation et variables dérivées du modeéle

sigmoide de la désoxygénation musculaire mesurée au cours de I’épreuve d’effort maximal

Groupes
HI-FIT LO-FIT
Variables estimées
fo -10,7 (19,7 - (-) 49,1) - 26,8 (13,8 - (-) 33,8)
A 143,8 (180,0 - 86,8) 137,6 (158,3 - 98,4)
c 4,6 (11,4 -2,7) 4,6 (7,2 - 2,8)
d 0,09 (0,18 - 0,05) 0,08 (0,13 - 0,06)
c/d 60,3 (69,9 - 47,7) 51,6 (69,3 - 50,3)
Projection du pic de la 117,2 (132,7 - 106,5) 113,3 (115,3-109,1)
réponse
Ajustement
RSS 3471,6 (4863,3 - 1356,9)  3446,1 (6107, 5 - 2538,8)
R2 0,97 (0,99 - 0,90) 0,98 (0,99 - 0,96)
SEE 59 (7,0- 3,7) 5,9 (7,8 - 5,0)

Valeurs présentées en médiane et écart interquartile (75" — 25"). f; : le % A[HHb]max au repos ; A :
I’amplitude du % de la réponse du A[HHbD] ; ¢ : la constante liée a d ; d : la pente du modéle sigmoide ;
c/d : la valeur de x correspond a 50 % de I’amplitude totale ; Projection du pic de la réponse : somme
de f, + A ; RSS : la somme résiduelle des moindres carrés ; R2 : coefficient de détermination ; SEE :

I’estimation de I’erreur standard.
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4. Discussion

Dans notre étude 3, les objectifs étaient de déterminer 1) si les concentrations
plasmatiques d’ADMA sont associées au niveau d’aptitude aérobie chez des sujets jeunes et
sains, et 2) si les différences de cinétiques de désoxygénation musculaire sont associées aux

concentrations plasmatiques d’ADMA au cours de 1’exercice.

Dans cette étude, nous n’observons pas de différence significative des concentrations
plasmatiques d’ADMA entre le groupe d’athlétes entrainés en endurance (HI-FIT, VO,ax >
65 mL.min"t.kg?) et le groupe constitué de sujets ayant une faible aptitude aérobie (LO-FIT,
VOymax < 45 mL.mintkg?). Ces résultats divergent avec les travaux déja menés dans la
littérature scientifique, dans lesquels ’ADMA plasmatique est négativement liée a 1’aptitude
aérobie chez des patients atteints d’insuffisance cardiaque (Seljeflot et al. 2011), d’artériopathie
oblitérante des membres inférieurs (Wilson et al. 2010), et chez des sujets présentant des risques
cardiovasculaires (Deftereos et al. 2014; Tanahashi et al. 2014b). Ainsi, I’ADMA semble étre
impliquée dans la régulation de la perfusion musculaire et de 1’apport en O2 dans des
populations, ou la fonction vasculaire et I’aptitude aérobie sont altérées. Dans notre étude, alors
méme que le groupe HI-FIT présentant un VO,,, Supérieur de 60 % & celui mesuré dans le
groupe LO-FIT, I’absence de différence dans les concentrations plasmatiques d’ADMA entre
les groupes suggére que I’ADMA n’est pas un facteur indépendant, pouvant influencer

I’utilisation et I’apport de 1’02 au cours de I’exercice.

En outre, ’ADMA n’est pas associée au profil de la désoxygénation musculaire au cours
de I’exercice chez des sujets jeunes et sains. Une augmentation de 1’extraction en O peut
partiellement compenser une réduction du débit sanguin musculaire lors de I’exercice (DeLorey
2005). Ainsi, Ferreira et al. (2007) ont proposé que la modélisation de la désoxygénation
musculaire en fonction du pourcentage de VO,,.y, au cours d’une épreuve d’effort maximal,
serait un outil permettant d’évaluer la fonction vasculaire au niveau microvasculaire. Nous
pouvons supposer que, dans le cas d’une réduction de la fonction endothéliale induite par
I’ADMA au niveau microvasculaire, le profil de la désoxygénation musculaire pourrait étre
décalé vers la gauche. Ceci signifierait que D’atteinte des 50 % de 1’amplitude totale de la
désoxygénation musculaire serait plus précoce a un plus faible pourcentage de VO,,.x. Une

¢lévation pharmacologique de la concentration plasmatique d’ADMA, a des niveaux observés
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dans des conditions pathologiques (Bode-Bdger et al. 2007), conduit a une augmentation des
résistances vasculaires et a une altération du débit cardiaque en réponse a I’exercice (Achan et
al. 2003). Dans cette étude, les concentrations plasmatiques d’ADMA sont dans les normes
attendues (0,29 a 0,63 pumol/L) pour des sujets sains (Blackwell et al. 2007). Des variations de
concentrations plasmatiques d’ADMA dans cet intervalle ne semblent donc pas affecter

I’apport et I’utilisation de 1’O2 au niveau musculaire.

Néanmoins, contrairement a nos résultats, une étude rapporte un décalage vers la droite
du profil de la désoxygénation musculaire chez des cyclistes lors d’une épreuve d’effort
maximal, par rapport a des sujets actifs (Boone et al. 2009). Ce décalage du profil de la
désoxygénation musculaire est corrélé a I’aptitude aérobie des individus (Boone et al. 2009).
Dans notre étude, I’absence de décalage vers la droite chez les sujets ayant un VO, .y élevé
peut s’expliquer par un recrutement plus précoce des fibres de type 2 dans le groupe HI-FIT,
en raison d’une charge initiale nettement supérieure a celle du groupe LO-FIT (Krustrup et al.
2004). Les fibres de type 2 se caractérisent par une extraction en O, plus importante a une
activité metabolique oxydative donnée (Behnke et al. 2003), et par un déséquilibre entre
I’apport et I’utilisation de 1’O, comparativement aux fibres de type 1 (McDonough et al. 2005).
Ces caractéristiques peuvent étre aussi le reflet d’une sensibilité moindre des fibres de type 2 a
la vasodilatation dépendante du NO (Woodman et al. 2001). Ainsi, un recrutement précoce des
fibres de type 2 pourrait masquer les différences au niveau de la fonction microvasculaire entre
les 2 groupes (HI-FIT versus LO-FIT), et empécher toute association avec la concentration
plasmatique d’ADMA.

Par ailleurs, dans notre étude, nous observons également d’autres résultats inattendus.
Le groupe HI-FIT présente des faibles rapports L-arginine/ADMA et Homoarginine/ADMA
aprés 1’épreuve d’effort maximal par comparaison au groupe LO-FIT. Ce dernier groupe
présente méme une augmentation du rapport Homoarginine/ADMA a la suite de 1’épreuve
d’effort maximal. Le rapport Homoarginine/ADMA a été proposé comme un nouveau
marqueur dans la détermination des risques cardiovasculaires (Tsikas et Kayacelebi 2014),
puisque la Homoarginine peut étre utilisee comme substrat par la NO synthase, en lieu et place
du précurseur traditionnel, la L-arginine (Pilz et al. 2015). Toutefois, malgré des rapports
supérieurs chez le groupe LO-FIT, les valeurs du rapport L-arginine/ADMA sont dans les
normes attendues (de 54,3 a 227) pour des sujets sains (Bode-Bdger et al. 2007). Un équilibre

non perturbé entre la L-arginine et I’ADMA, tous deux substrat et inhibiteur respectivement de
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la synthese du NO, pourrait expliquer I’absence de différence significative au niveau du profil
de la désoxygénation musculaire, malgré la présence d’une large différence de VO, a5 €Ntre
les 2 groupes. Cette hypothese semble €tre soutenue par le manque d’élévation de la production
du NO a la suite d’une supplémentation aigue de L-arginine par rapport au placebo, chez des
sujets sains ayant des concentrations plasmatiques d’ADMA dans les normes (Alvares et al.
2012). A contrario, le rapport L-arginine/ADMA apparait comme un facteur plus déterminant
dans 1’activité de la NOS que la concentration plasmatique d’ADMA seule, sous conditions

pathologiques (Bode-Bdger et al. 2007).

De plus, les concentrations plasmatiques des acides aminés, en tant que biomarqueurs de leur
métabolisme, peuvent étre difficiles a estimer en raison d’une part de différences importantes
dans les niveaux intra- et extra-cellulaires des acides aminés, et d’autre part d’échanges inter-
organes conséquents a 1’échelle de I’organisme (Cynober 2002). La concentration
intracellulaire d’ADMA est supposée étre 10 fois supérieure a Sa concentration plasmatique
(Boger et al. 2000), mais une altération au niveau des transporteurs d’acides aminés cationiques
(CATs), responsables du transport de I’ADMA et la L-arginine, pourrait induire une association
inverse entre le milieu intra- et extra-cellulaire (Teerlink et al. 2009). Ainsi, les niveaux
plasmatiques d’ADMA peuvent étre affectés, d’une part par sa production via les PRMTs et
I’hydrolyse des protéines, d’autre part par sa dégradation via les DDAH, et enfin par leur
transport transmembranaire via les CATs. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour
expliquer les différences de rapports observés entre les groupes HI-FIT et LO-FIT.
Premiérement, ’entrainement en endurance stimule le renouvellement des protéines au niveau
musculaire (Gibala 2007). Une augmentation de la dégradation des protéines induite par
I’entrainement en endurance pourrait élever le niveau intracellulaire d’ADMA, et stimuler ainsi
sa sortie du milieu intra-cellulaire vers le plasma par trans-stimulation des CATs. Au cours du
processus de trans-stimulation, ’entrée dans la cellule de la L-arginine peut étre stimulée par
une augmentation de la sortie d’ADMA du milieu intra-cellulaire (Teerlink et al. 2009).
Deuxiemement, [’expression et/ou [’activit¢ des CATs pourraient étre altérées par
I’entrainement en endurance (Shan et al. 2013), contribuant ainsi aux différences dans les
échanges intra- et extra-cellulaires des analogues de la L-arginine observées entre les 2 groupes
(HI-FIT et LO-FIT). Troisiemement, le rapport Homoarginine/ADMA supérieur chez le groupe
LO-FIT, a travers 1’élévation de la Homoarginine, peut contribuer a réduire le niveau
plasmatique d’ADMA par I’inhibition de sa formation via les PRMTs, et a préserver la L-

arginine de sa dégradation en inhibant 1’arginase (Michel 2013).

132



ETUDE 4 :

La diméthylarginine asymétrique n’affecte pas le débit sanguin musculaire lors
de I’exercice chez le rat
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1. Introduction

Comme précédemment mentionné, le NO est un puissant agent vasodilatateur qui
contribue a la relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires (Cooke 2004). Au cours de
I’exercice, le NO est synthétisé par I’isoforme endothéliale de 1a NOS, laquelle est stimulée par
les forces de cisaillement exercées par le flux sanguin sur les parois vasculaires (Gao 2010). Le
NO est également produit au sein du muscle par I’isoforme neuronale de la NOS, dont I’activité
est stimulée par une augmentation du niveau calcique musculaire (Nakane et al. 1993).
L’inhibition de la synthése du NO altére le débit sanguin au niveau du membre inférieur ainsi
que le recrutement microvasculaire (Vincent et al. 2003). Cette réduction de la perfusion
musculaire est accompagnée d’une réduction de la captation du glucose de 40 % en réponse a
I’insuline (Vincent et al. 2003). Par ailleurs, I’insuline au niveau musculaire diminue le gradient
de concentrations du glucose au travers du sarcolemme, ce qui entraine des changements dans
la régulation de la captation du glucose (Wasserman et al. 2011). L’apport et la phosphorylation
du glucose deviennent alors les deux facteurs limitants de la captation musculaire du glucose
lors de la stimulation par I’insuline (Halseth et al. 1998). En outre, la sensibilité a I’insuline est
négativement corrélée a la concentration plasmatique d’ADMA chez des sujets non diabétiques
(Sthhlinger et al. 2002). L’ADMA, par son action inhibitrice de la vasodilatation dépendante
du NO (Achan et al. 2003), pourrait contribuer aux altérations du profil métabolique et de la
sensibilité a I’insuline dans les populations présentant des troubles métaboliques (Sydow et al.
2005; Bakker et al. 2009; Womack et al. 2009).

A TDexercice, le facteur limitant la captation musculaire du glucose semble étre
principalement la phosphorylation du glucose chez des rats conscients et sains (Halseth et al.
1998). Cependant, la captation musculaire du glucose est le produit du débit sanguin et de la
différence artérioveineuse de concentrations du glucose (Richter et Hargreaves 2013). Le débit
sanguin au niveau des muscles squelettiques augmente de 20 fois au cours de la transition du
repos a I’exercice (Andersen et Saltin 1985), tandis que la différence artérioveineuse de
concentrations du glucose croit seulement de 2 a 4 fois lors de I’exercice (Rose et Richter 2005).
Ainsi, I’augmentation du débit sanguin en réponse a 1’exercice peut contribuer largement a
I’¢lévation de la captation musculaire du glucose, et peut représenter =~ 30 % de la captation
totale du glucose aux muscles squelettiques a 1’exercice (Zinker et al. 1993). Une réduction
partielle et totale de I’expression de la eNOS ainsi qu’une inhibition pharmacologique de la

synthese du NO ont pour conséquence de diminuer I’apport de glucose aux muscles actifs, par
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I’intermédiaire d’une réduction du débit sanguin en réponse a la contraction musculaire (Ross
et al. 2007; Lee-Young et al. 2010). Les concentrations plasmatiques d’ADMA sont élevees
dans des populations atteintes de pathologies métaboliques telles que le diabéte de type 2 et le
syndrome métabolique, comparativement aux sujets sains (Palomo et al. 2011; Sciacqua et al.
2012). Chez des patients avec un diabéte de type 2, un haut niveau plasmatique d’ADMA prédit
I’incidence des complications micro- et macro-vasculaires, indépendamment des facteurs de
risque traditionnels (Ganz et al. 2017). De plus, les sujets atteints de diabéte de type 2 présentent
une altération de la réponse du débit sanguin au niveau de la jambe au cours d’un exercice
d’intensité modérée sur bicyclette, par rapport a des sujets sains (Kingwell et al. 2002). A ce
jour, aucune étude n’a montré ni une réduction de la perfusion musculaire dépendante du NO,
ni une diminution de la captation musculaire du glucose a I’exercice, en raison d’une élévation

du niveau plasmatique d’ADMA comme observée dans des conditions pathologiques.

L’objectif premier de cette étude est de déterminer si la perfusion d’ADMA chez le rat
sain réduit la perfusion musculaire dépendante du NO et la captation musculaire du glucose au
cours d’un exercice sur tapis roulant. L’objectif secondaire est d’établir si ’ADMA est un
inhibiteur fonctionnel et sélectif de 1’'une des 2 isoformes (eNOS et nNOS) présentes dans le

muscle squelettique en condition d’exercice.
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2. Méthodes

2.1 Animaux

Toutes les procédures expérimentales ont été réalisées en utilisant des rats Wistar Han,
males (Charles River, France) a I’age de 1241 semaines au moment de I’exercice sur tapis
roulant. Les rats étaient maintenus dans des cages ventilées selon des conditions respectant le
statut sanitaire EOPS (Exempt d’Organisme Pathogeéne Spécifique), et étaient disposés au
maximum 2 par cage. Les conditions d’hébergement comprenaient entre autres, une
température et un taux d’humidité contr6lés, un cycle jour/nuit de 12 h (de 8h a 20h), et un
acces non limité a la nourriture et a 1’eau. Toutes les expérimentations ont ét¢ effectuées en
accord avec les recommandations concernant 1’expérimentation animale de la Directive
Européenne 86/609-2010/63/UE. Le protocole a été validé par le Comité d’Ethique en
Expérimentation Animale sous [autorit¢ du Ministere de I’Education Nationale, de

I’Enseignement Supérieur et de la Recherche (Nord — Pas de Calais, C2EA — 75).

2.2 Procédures a I’exercice

Préalablement a I’expérimentation a I’exercice, une phase de familiarisation a la course
sur tapis roulant a été effectuée pendant 1 semaine, au cours de laquelle la vitesse et le temps
de course ont été progressivement augmentés afin atteindre les mémes modalités d’exercice,
utilisées le jour de I’expérimentation. Au moment de 1’expérimentation a 1’exercice, les rats
étaient placés sur le tapis roulant, et les cathéters introduits au niveau de la carotide et de la
jugulaire étaient connectes au dispositif de perfusion et de prélevement. Une période de 30 min
d’acclimatation était laissée aux rats afin de minimiser le stress avant le début de la course sur
le tapis roulant. La perfusion du traitement, lequel dépendait du groupe de rattachement de
’animal, commengait 30 min avant I’exercice au taux de perfusion de 0,5 mL.h grace au
cathéter jugulaire. Les groupes ont été répartis de la fagon suivante : groupe 1, perfusion
d’ADMA (60mg.kg*.ht) ; groupe 2, perfusion d’ ADMA + STMC, un inhibiteur spécifique de
la nNOS (SMTC : 0,56 mg.kg.h™1) ; et groupe 3, perfusion d’une solution de 0,9 % de chlorure
de sodium. Les doses perfusées d’ADMA et de SMTC ont été fixées en fonction de précédents

travaux montrant une augmentation significative de la tension artérielle liée a la
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vasoconstriction périphérigue, et une diminution significative de la perfusion musculaire lors

de I’exercice, respectivement (Augustyniak et al. 2006; Copp et al. 2010c).

Une injection de 2-NBDG était réalisée via le cathéter veineux 1 min avant le début de
la course sur le tapis roulant. L’exercice était réalisé a une vitesse de 20 m.min et a une pente
de 5 %, et durait 20 min. La vitesse cible était atteinte dans les 3 min aprés le début de la course
sur le tapis roulant. Les modalités d’exercice avaient été précédemment utilisées dans le cadre
d’une étude investiguant la captation musculaire du glucose a I’exercice, chez des rats habitués
a la course, mais non entrainés (Halseth et al. 1998). Les modalités de course lors de 1’exercice
sur tapis roulant étaient susceptibles d’entrainer un VO, inférieur & 55 % du V 0,4, attendu
chez des rats sains (Musch et al. 1988). Des prélévements sanguins étaient effectués avant et
aprés 1’exercice, mais également au cours de la course afin de mesurer la disparition du 2-
NBDG dans le plasma. Une injection de microsphéres fluorescentes était réalisée via le cathéter
carotidien, 1 min avant la fin de la course sur le tapis roulant pour estimer le débit sanguin
musculaire a la fin de I’exercice. Immédiatement a 1’issue de 1’exercice, les animaux étaient

mis a mort afin d’effectuer les prélévements tissulaires.

2.3 Procédure chirurgicale

La procédure chirurgicale a consisté a isoler 1’artére carotidienne gauche et la veine
jugulaire droite afin d’insérer un cathéter chronique pour limiter le stress de 1’animal lors des
prélevements et des perfusions au cours de 1’exercice. L’artére carotidienne gauche et la veine
jugulaire droite étaient cathétérisées afin d’effectuer des prélévements et des perfusions,
respectivement, au cours de 1’exercice. La procédure chirurgicale relative a 1I’implantation
chronique des cathéters a été basée sur une méthode déja precédemment décrite (Hughey et al.
2011). La chirurgie était réalisée en condition aseptique, et tous les instruments étaient stérilisés
au préalable. Les rats étaient anesthésiés par un gaz halogéne, 1’isoflurane (induction: 3 % a
un débit de 1 L d’O», maintien : 1-2 % a un débit de 0,4 L d’O>), pendant toute la durée de la
procédure chirurgicale. Une incision était réalisée au niveau de la ligne ventrale et médiane du
cou, avec une taille d’ouverture comprise entre 1 et 2 cm. Apres la dissection non traumatique
des tissus supérieurs, le muscle sterno-cléido-mastoidien etait exposé afin de repérer
I’emplacement de la carotide. L’artére carotidienne était ensuite isolée du tissu conjonctif, et

était séparée du nerf vague, en veillant a ne pas endommager ce dernier. La carotide était
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ligaturée avec du fil de soie (taille : 4-0), au niveau de la terminaison céphalique afin d’étre
manipulée. Une section était effectuée dans le plan frontal, et un introducteur de cathéter était
introduit dans la lumiére de la carotide. Une fois le cathéter en place (longueur : = 2,7 cm ;
corps : tube de polyéthyléne, Bioseb, France ; boursoufflure : tube de silicone, Harvard
Apparatus, Etats-Unis), deux sutures avec du fil de soie (taille : 4-0) étaient réalisées 1’une au
niveau de la terminaison caudale, et I’autre a la hauteur de la boursoufflure du cathéter. La
méme procédure était exécutée pour la pose du cathéter (longueur: = 3,2 cm ; mémes
composants que le cathéter artérielle) au niveau de la veine jugulaire droite. Les cathéters
étaient rincés avec une solution de 0,9 % de chlorure de sodium, héparinée (150 U/mL) pour
éviter toute coagulation. Les cathéters étaient scellés avec un embout en acier inoxydable
(Harvard Apparatus, Etats-Unis), et étaient ensuite guidés sous la peau a 1’aide d’une aiguille
(14 G, inox, Dutscher, France) vers la face dorsale du cou. Les cathéters étaient extériorisés,
puis maintenus en place a 1’aide d’un tube TYGON (Harvard Apparatus, Etats-Unis), et
’ensemble était fixé avec de la colle ultra-forte. A la suite de la chirurgie, les animaux
séjournaient dans une cage individuelle, et suivaient un contréle sanitaire quotidien. Au cours
du suivi de chaque animal, la masse corporelle était relevée, et les cathéters étaient rincés avec
une solution de 0,9 % de chlorure de sodium, héparinée (150 U/mL). Une période de

récupération était laissée aux rats avant la réalisation de I’exercice sur tapis roulant (= 5 jours).

2.4 Détermination du débit sanguin régional

Le débit sanguin régional était déterminé comme le pourcentage de débit cardiaque
distribué aux tissus cardiaque, rénal et musculaire, et a été basé selon une méthode

précedemment décrite (Maxwell et al. 1998), avec quelques modifications apportées.

2.4.1 Injection des microsphéres

La solution de 0,9 % chlorure de sodium contenant les microspheres (0,5 x 10°,
diametre : 15 um, 0,5 mL de solution) était homogénéisée a 1’aide d’un vortex pendant 10 min.
Les microspheres étaient injectées 1 min avant la fin de 1’exercice sur tapis roulant, au niveau

du cathéter carotidien. L’injection était opérée de fagon lente et constante, afin de permettre une
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dissolution uniforme des microsphéres dans le sang. A la fin de I’injection, ’espace mort du

cathéter était rincé avec une solution de 0,9 % chlorure de sodium, héparinée (10 U/mL).

2.4.2 Analyse des microspheres

Les tissus cardiaque, rénal et musculaire ainsi que le prélevement de référence
(correspondant a 100 % du débit sanguin) étaient digérés dans une solution de 1M KOH a 60°C,
et étaient laissés en incubation toute une nuit a 60°C. Les échantillons étaient ensuite mélangés
a I’aide d’un vortex pendant 45-1h, et enfin étaient centrifugés a 5000 g pendant 10 min. Le
surnageant était retiré jusqu’au niveau du tissu. Le dépot tissulaire était resuspendu dans de
I’eau pure (Milli-Q, Water Purification, Merck) avec 0,5 % de Tween80 (Sigma Aldrich), puis
était centrifugé a nouveau (5000 g, 10 min). Cette opération était réalisée a 2 reprises, et le
surnageant était retiré a chaque fois. Le dépot tissulaire était ensuite resuspendu dans une
solution d’éthanol, centrifugé (5000 g, 10 min), et le surnageant était retiré. Une faible quantité
d’éthanol était laissée sur le dépdt tissulaire, et I’ensemble était mis en incubation toute une nuit
a température ambiante afin de faire évaporer 1’éthanol. Le depot tissulaire restant était dissout
dans 250 pL de 2-ethoxyéthylacétate (Sigma Aldrich) afin d’extraire le fluorophore des
microspheéres, contenues dans le tissu. La fluorescence des microspheres a été déterminée a
partir des longueurs d’onde recommandées par le fabricant (excitation 505 nm et émission 515
nm), et par le biais d’un systéme de spectroscopie de fluorescence (SpectraMax Mbe reader,

Molecular devices, Etats-Unis).

2.4.3 Estimation du débit sanguin regional

La méme quantité de microspheres injectée au niveau du cathéter carotidien était
déposée dans un tube, qui servait de prélevement de référence, correspondant a 100 % du débit
sanguin (= débit cardiaque maximal). Le débit sanguin régional a la fin de 1’exercice était
calculé a partir de I’intensité de la fluorescence, et était exprimé comme le pourcentage de débit

cardiague maximal distribué au tissu (% COt) selon la formule suivante :
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Ou fi; représente I’intensité de la fluorescence du tissu étudié, issu du rat i ; MTypgyenne €St 12
masse moyenne du tissu analysé de I’ensemble des rats ; MT; est la masse du tissu étudié du rat

I ; fpr correspond I’intensité de la fluorescence du prélévement de référence.

Pour vérifier I’homogénéisation des microspheres dans la circulation sanguine, le débit
sanguin distribué aux reins gauche et droit a été également estimé. Une différence de plus de
10 % entre les reins était le critere attestant d’'une mauvaise homogénéisation des microspheres,

et I’animal concerné était retiré de 1’analyse.

2.5 Injection du 2-NBDG

Une solution de 0,9 % de chlorure de sodium était préparée avec une quantité dissoute
de 2-NBDG, déterminée selon la masse corporelle de I’animal (1 mg/kg, Guo et al. 2014). Le
mélange était homogénéisé a 1’aide d’un vortex pendant 10 min. Le 2-NBDG était injecté
immédiatement avant le début de 1’exercice sur tapis roulant, au niveau du cathéter veineux.
L’espace mort du cathéter était rincé avec une solution de 0,9 % chlorure de sodium, héparinée

(10 U/mL), apres de I’injection de 2-NBDG.

2.6 Prélévements tissulaires

Les prélévements tissulaires étaient effectués juste apres I’exercice, a la suite de la mise
a mort de I’animal par une injection léthale de pentobarbital sodique (180 mg.kg?, intra-
artérielle). Les organes (caeur, reins et foie) et les muscles (soleus, extensor digitorum longus,
gastrocnemius rouge et blanc, tibialis rouge et blanc) étaient identifiés et préleveés, puis placés
dans de I’azote liquide et maintenus a - 80°C jusqu’ a ’analyse biochimique. Les muscles
prélevés ont été sélectionnés en fonction de leur typologie afin d’obtenir une large distribution
dans la composition des fibres musculaires analysées. La proportion de fibres musculaires de

type 2 dans les muscles choisis s’établit de la fagon suivante (Delp et Duan 1996) : soleus 9 %,
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EDL 76 %, gastrocnemius rouge 14 %, gastrocnemius blanc 100 %, tibialis rouge 63 %, tibialis
blanc 80 %.

2.7 Analyse des données

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel R (R version 3.2.5, R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). Les données sont exprimées en moyenne + écart-
type. La normalité de la distribution et I’hétéroscédasticité des données étaient €évaluées par un
test de Shapiro-Wilk et un test de Levene, respectivement. Le pourcentage de distribution du
débit cardiaque aux muscles squelettiques était analysé par une ANOVA a double voie, avec
comme facteurs principaux le traitement (ADMA, ADMA + SMTC, Saline) et les muscles
composés de fibres musculaires de differentes typologies : muscles composés majoritairement
de fibres musculaires de type 1 (Soleus, Gastrocnemius rouge et Tibialis rouge) et muscles
constitués principalement de fibres musculaires de type 2 (EDL, Gastrocnemius blanc, Tibialis
blanc). L’interaction entre ces deux facteurs était aussi évaluée. Une analyse post-hoc était
ensuite réalisée avec une correction de Benjamini-Hochberg pour variables indépendantes, le

cas écheant. Le seuil de significativité était fixé a p < 0,05.

En raison d’une ouverture tardive de notre animalerie EOPS et des délais importants
imposés par les procédures spécifiques au marché public, les expérimentations chez I’animal
n’ont pu étre cloturées qu’a la toute fin du premier semestre 2017. Les analyses ont commencé
a lafin de ce semestre. La captation du glucose a partir des prélévements musculaires au cours
de l’exercice n’a pu étre déterminée dans les délais impartis pour la rédaction de cette These.
Je tiens tout de méme a vous présenter la suite du protocole envisagé pour déterminer la
captation musculaire du glucose. Les résultats issus de ces prochaines analyses seront mis en

association avec les données de la perfusion musculaire a [’exercice.

2.8 Protocole envisagé pour la détermination de la captation du glucose

La captation du glucose régionale sera calculée selon la concentration de 2-NBDG

s’accumulant dans les tissus, et exprimée en pg/g protéines. La fluorescence des tissus et la
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concentration des protéines seront déterminées dans chaque tissu. Les concentrations de 2-
NBDG seront calculées selon la courbe des standards de 1’intensité de la fluorescence,
déterminée a partir d’échantillons contenant une concentration de 2-NBDG contenue. La
captation du glucose régionale sera estimée a I’aide d’un protocole précédemment décrit (Ye et
al. 2008). La linéarité de I’intensité de la fluorescence (r = 0,99 pour le sang et le muscle,
respectivement) concernant la courbe des standards, est maintenue lorsque la concentration de
2-NBDG dans les solvants est inférieure a 5,132 pg/mL (Ye et al. 2008).

Pour I’analyse du sang, le 2-NBDG sera dissout dans du sang non coagulé de rat & une
concentration donnée (intervalle des standards : de 50 a 250 mg/dL), et sera dilué dans 0,9 %
de chlorure de sodium a un rapport de 1 : 6 (mL: mL). Ce produit sera centrifugé a 3500
rotations par minute pendant 4 min. Les prélevements musculaires seront homogéneisés dans
0,9 % de chlorure de sodium a un rapport de 1 : 10 (g : mL). Ensuite, une concentration donnée
de 2-NBDG (intervalle des standards : de 0,64 a 5,12 pug/mL) sera ajoutée et dissoute dans le
tissu musculaire precédemment homogénéisé. Ce produit sera centrifugé a 5000 rotations par
minute pendant 10 min. Des préléevements musculaires et sanguins seront préparés de facon
similaire, mais sans I’ajout de 2-NBDG, et serviront de « blanc » afin de retirer la fluorescence
de fond. Aprés la centrifugation des prélevements, 100 pL des surnageants seront retirés afin
de déterminer 1’absorbance de la fluorescence issue du 2-NBDG, selon les longueurs d’onde
recommandées par le fabricant (excitation 465 nm et émission 540 nm). La méme quantité des
surnageants sera également utilisée pour estimer la concentration des protéines dans les
prélevements tissulaires par le biais de la colorimétrie (Pierce BCA protrein Assay Kit, Thermo
Scientific, Etats-Unis).
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3. Résultats

3.1 Perfusion musculaire a ’exercice

Trente rats ont été inclus dans le protocole au cours de cette étude, seuls 16 rats ont
donné des résultats exploitables dans I’estimation de la perfusion musculaire, avec la répartition
suivante : 6 rats sous ADMA, 5 rats sous ADMA + SMTC, 5 rats sous solution saline. Au final,
94 muscles issus de ces rats ont été pris en compte dans la détermination de la perfusion

musculaire a ’exercice.

Aucune différence significative n’a été observée au niveau de la perfusion musculaire
des muscles prélevés entre les divers traitements utilisés au cours de cette étude : ADMA,
ADMA + SMTC, Saline. Les résultats sont presentés dans les Figures 18 et 19. La typologie
musculaire n’affecte pas les effets de ’ADMA sur la perfusion musculaire au cours de

I’exercice (Cf. Tableau 10).

3.2 Captation musculaire du glucose a I’exercice

La meéthode de traitement des échantillons tissulaires ainsi que le protocole d’analyse
de la captation du glucose ont fait, tous deux, 1’objet de phases de mise au point. Nous avons
seulement obtenu des résultats sur des échantillons tests concernant la captation tissulaire du
glucose (foie, reins droit et gauche). De ce fait, les résultats pour la captation du glucose ne sont
pas présentés dans cette thése, mais les analyses seront poursuivies ultérieurement afin de
déterminer les niveaux de captation musculaire du glucose selon les conditions de traitement
infusé aux rats (ADMA, ADMA + SMTC, saline).
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FIGURE 18. Perfusion musculaire a la fin de I’exercice dans les muscles ayant une
prédominance de fibres musculaires de type 1 suivant les trois conditions de traitement
(ADMA, ADMA + SMTC, et Saline).
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FIGURE 19. Perfusion musculaire a la fin de 1’exercice les muscles ayant une prédominance
de fibres musculaires de type 2 suivant les trois conditions de traitement (ADMA, ADMA +
SMTC, et Saline).
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TABLEAU 10. Perfusion musculaire a la fin de ’exercice mesurée au niveau des muscles des

membres postérieurs chez des rats ayant suivi les 3 conditions expérimentales (ADMA, ADMA

+ SMTC, Saline)

Traitements

_ Valeur
ADMA ADMA+SMTC Saline

dup
Muscles % CO
EDL (76 %) 91+42 120+24 8,3+29 0,22
Soleus (9 %) 12,3+58 11,0+1,6 92+25 0,47
Gastrocnemius 92+25 10,8+ 3,4 98+5,1 0,79
rouge (14 %)
Gastrocnemius 109+ 3,1 89+31 91+23 0,50
blanc (100 %)
Tibialis rouge 10,1+27 10,0+4,1 85+04 0,62
(63 %)
Tibialis blanc 9,7+45 97+1,1 8,7+2,3 0,84
(80 %)

EDL : extensor digitorum longus muscle ; % CO : perfusion musculaire exprimée en pourcentage du

débit cardiaque. Entre parenthéses la proportion de fibres musculaires de type 2 selon Delp et Duan

(1996).
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4. Discussion

Dans notre étude 4, les objectifs étaient de déterminer 1) si la perfusion d’ADMA réduit
la perfusion musculaire dépendante du NO au cours d’un exercice sur tapis roulant chez le rat
sain, et 2) si ’ADMA est un inhibiteur spécifique de 1’une des 2 isoformes de la NOS (eNOS

et nNOS) présentes dans le muscle squelettique en condition d’exercice.

Dans cette étude, nous n’avons observé aucun effet de I’ADMA sur la perfusion
musculaire au cours d’un exercice sur tapis roulant chez le rat. A notre connaissance, cette étude
est la premiére a explorer I’effet de I’ADMA sur la perfusion musculaire au cours d’un exercice
« corps entier ». Chez I’homme sain, lorsque les concentrations plasmatiques d’ADMA sont
augmentées de maniére pharmacologique pour atteindre des niveaux correspondant de 4 a 9
fois a ceux observés chez les sujets sains, il se produit une augmentation des résistances
vasculaires systémiques qui pourraient étre liées a une altération de la vasodilatation
périphérique (Achan et al. 2003). De plus, les effets de I’ADMA sont plus marqués en réponse
a I’exercice. En effet, les sujets contréles présentent une augmentation du débit cardiaque de 97
% en réponse a I’exercice de type « handgrip », alors que les sujets sous perfusion d’ADMA
ont une augmentation du débit cardiaque de seulement 35 % (Achan et al. 2003). Ces résultats
ont été confirmés au préalable avec une diminution dose dépendante du débit sanguin au niveau
de I’avant-bras aprés la perfusion d’ADMA chez des sujets sains (Vallance et al. 1992). Les
divergences entre les resultats de notre étude et ceux précédemment décrits pourraient
s’expliquer d’une part par les modalités d’exercice utilisées - lesquelles entrainent des
différences dans la réponse vasodilatatrice a 1’exercice et dans les fibres musculaires recrutées

- et d’autre part par les espéces étudiees (homme ou animal).

Des études chez des animaux anesthésiés ne rapportent pas de changement au niveau du
débit sanguin musculaire en présence d’un inhibiteur pharmacologique de la NOS, lors d’une
contraction musculaire stimulée ou d’augmentation de 1’activité métabolique (Saito et al. 1994;
King-Vanvlack et al. 1995). En outre, Copp et al. (2010a) explorent I’effet d’un inhibiteur
pharmacologique de la NOS sur le débit sanguin et la conductance vasculaire lors d’un exercice
de course d’intensité modérée chez des rats. Le débit sanguin et la conductance vasculaire aux
muscles des membres postérieurs sont alors réduits apres I’inhibition de la NOS au cours de
I’exercice (Copp et al. 2010a). Dans la présente étude, a I’opposé des résultats précédents, nous

n’observons pas de diminution du débit sanguin au niveau des muscles des membres postérieurs
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au cours de l’exercice de course d’intensit¢é modérée apreés la perfusion d’ADMA. Les
observations contradictoires entre ces deux dernic¢res études pourraient s’expliquer par le
moment choisi pour débuter la perfusion de I’inhibiteur de la NOS. Dans le cadre de notre étude,
nous avions opté pour un début de la perfusion des traitements ADMA et ADMA + SMTC 30
min avant 1’exercice, afin de simuler une diminution chronique de la biodisponibilit¢ du NO
similaire a celle rencontrée dans des conditions de pathologies chroniques. Le début de la
perfusion d’inhibiteurs de la NOS avant I’exercice peut masquer la contribution du NO dans
I’hyperémie a I’exercice, en réduisant le débit sanguin de repos. En effet, I’inhibition de la NOS
cause une diminution de 50 % du débit sanguin basal au niveau de 1’avant-bras chez des sujets
sains (Vallance et al. 1989). De plus, au cours d’un exercice de type « handgrip », le débit
sanguin au niveau de I’avant-bras diminue sous la perfusion d’un inhibiteur de la NOS chez des
sujets jeunes et sains (Endo et al. 1994). Lorsque le débit sanguin est corrigé par les valeurs
mesurées au repos, les différences entre les conditions avant et apres inhibition de la NOS
disparaissent (Endo et al. 1994). En outre, il a été proposé que la perfusion d’inhibiteurs de la
NOS au repos pourrait entrainer une fermeture des artérioles les plus petites se situant en amont
des capillaires, empéchant ainsi 1’acceés de 1’agent inhibiteur aux vaisseaux impliqués dans
I’hyperémie a I’exercice (Bradley et al. 1999). En revanche, une inhibition réalisée au début de
I’exercice permettrait a 1’ensemble des vaisseaux sanguins impliqués dans I’hyperémie
d’exercice d’étre exposé a I’agent inhibiteur (Bradley et al. 1999). Dans notre étude, nous
n’estimons pas le débit sanguin de repos a la suite des différentes conditions de traitement. Pour
cette raison, nous ne pouvons pas exclure une éventuelle influence du débit sanguin de repos

sur la mesure de la perfusion musculaire a 1’exercice.

Musch et al. (2001) rapportent une diminution de la conductance vasculaire au niveau
des muscles des membres postérieurs au cours d’un exercice de course d’intensité difficile, chez
des rats sous perfusion d’un inhibiteur de la NOS. En outre, Copp et al. (2010b) montrent que
chez le rat, la vitesse critique de course peut étre un point de démarcation important dans les
réponses métaboliques et vasculaires a I’exercice. Le débit sanguin au niveau des membres
postérieurs est redistribué vers des fibres musculaires de type 2 lors de vitesses de course
supérieures a la vitesse critique des rats (Copp et al. 2010b). A la suite d’une inhibition
spécifique de la nNOS, le débit sanguin des membres postérieurs chez le rat est réduit lors de
I’exercice de course a une vitesse supérieure a la vitesse critique (Copp et al. 2013). Cet effet
de I’inhibition spécifique de la nNOS n’est pas observé lorsque les rats courent a des vitesses

inférieures a leur vitesse critique (Copp et al. 2010c). Ainsi, nous pouvons émettre 1’hypothése
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qu’un exercice de course a une intensité suffisamment élevée, au-dela de celle utilisée dans
notre protocole, entraine une diminution du débit sanguin musculaire a 1’exercice, sous

conditions ADMA et/ou ADMA + SMTC.

En outre, I’exercice sollicitant les membres inférieurs implique une proportion plus
importante de la masse musculaire totale qui conduit a une élévation du débit sanguin jusqu’a
10 fois supérieure a celui de repos (Green et al. 2004b). Ceci pourrait induire une dilution des
concentrations de 1’inhibiteur de la NOS injecté, et conduire a une moindre inhibition de la
synthése de NO. La dose d’ADMA utilisée dans notre étude a €té utilisée dans de précédents
travaux montrant une élévation significative de la pression artérielle moyenne 30 min apres le
début de la perfusion (Augustyniak et al. 2006), mais nous ne pouvons pas écarter I’hypothése
que des doses plus importantes d’ADMA aurait pu étre requiseS pour contrebalancer un

éventuel risque de dilution des traitements infusés au cours de 1’exercice.

L’effet de la perfusion de I’ADMA peut étre aussi masqué par une activation des
barorécepteurs en réponse a une augmentation des résistances vasculaires systémiques, en
raison d’une réduction du débit sanguin aux muscles actifs lors de I’exercice. La perfusion d’un
inhibiteur pharmacologique de la NOS éléve la tension artérielle chez le lapin et réduit de fagon
réflexe Iactivité sympathique (Liu et al. 1998). L’activité sympathique est a nouveau stimulée
lorsqu’un antihypertenseur est administré a 1’animal (Liu et al. 1998). Chez des rats ayant subi
une dénervation sino-aortique, 1’effet sympatho-inhibiteur aprés la perfusion d’un inhibiteur
pharmacologique de la NOS disparait, a contrario des rats ayant des barorécepteurs intacts
(Augustyniak et al. 2006). L’activité sympathique chez les rats dénervés augmente de 150 %
apres le début de la perfusion de I’inhibiteur pharmacologique (Augustyniak et al. 2006).
Lorsque I’ADMA est utilisée comme inhibiteur de la NOS, le méme phénomeéne est rapporté
avec une augmentation de 46 % de 1’activité sympathique chez les rats dénervés, 180 min apres
le début de la perfusion (Augustyniak et al. 2006). Dans notre étude, nous n’avons pas été en
mesure de déterminer si ’ADMA ¢leve la tension artérielle avant ou au cours de I’exercice chez

les rats sains, en raison de I’absence de mesure de la tension artérielle.
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DISCUSSION GENERALE



Pour rappel, les objectifs principaux de la These étaient 1) de déterminer si la
modulation de la biodisponibilit¢é du NO, via I’inhibition de sa synthése par ’ADMA, ou
I’apport exogene de NO3™ d’origine alimentaire, affecte la perfusion musculaire dépendante du

NO, et 2) d’établir si ’aptitude aérobie a une influence sur les facteurs pouvant réguler la

biodisponibilité du NO.

Dans une premiere étude, sous la forme d’une revue systématique et d’une méta-
analyse, nous montrons une réduction significative du VO, au cours de I’exercice d’intensité
sous-maximale a la suite d’une supplémentation en NO3z’, mais cet effet disparait lorsque
I’intensité de 1’exercice est au-dela d’une intensité difficile. Quelques études rapportent que
’amélioration de la tolérance a I’effort est associée a une diminution du VO, lors d’exercices
d’intensité difficile a la suite une supplémentation en NO3™ (Bailey et al. 2009, 2010; Lansley
et al. 2011b; Wylie et al. 2013a). Toutefois, I’absence de diminution du VO, avec
I’augmentation de I’intensité a I’exercice dans cette présente méta-analyse suggere que d’autres
mécanismes sont impliqués dans l’amélioration de la tolérance a 1’effort aprés une
supplémentation en NO3". Chez les patients atteints d’artériopathie oblitérante des membres
inférieurs, I’amélioration de la tolérance a 1’effort est accompagnée d’une moindre
désoxygénation musculaire a I’exercice apreés une supplémentation en jus de betterave rouge
(Kenjale et al. 2011). Dans cette pathologie, un déséquilibre entre 1’apport et 1’utilisation de
1’02, en raison d’une perfusion périphérique altérée, peut limiter I’aptitude aérobie, et a fortiori
la tolérance a I’effort (Haas et al. 2012). Chez des sujets sains modérément entrainés, nous
avons précédemment montré que 1’amélioration de la tolérance a 1’effort au cours d’un exercice
intermittent supramaximal, apres une supplémentation en jus de betterave rouge, est
accompagnée d’un maintien de la perfusion musculaire entre les périodes actives et passives
lors des répétitions (Aucouturier et al. 2015). Cette modalité d’exercice entraine un recrutement
préférentiel des fibres musculaires de type 2 pour lesquelles la perfusion microvasculaire est
particuliérement sensible aux variations de biodisponibilité du NO (Ferguson et al. 2013a; Copp
etal. 2013; Ferguson et al. 2013b, 2015). L’augmentation de la proportion de fibres musculaires
de type 2 dans certaines pathologies cardiovasculaires contribuerait a limiter la tolérance a
I’effort (Poole et al. 2012; Jones et al. 2016). La supplémentation en NOs™ peut alors améliorer
la tolérance a I’effort chez des patients atteints de pathologies chroniques avec une altération
de I’apport et/ou I’utilisation de 1’0, au niveau musculaire (Kenjale et al. 2011; Zamani et al.
2015; Berry et al. 2015). Selon notre meéta-analyse, la supplémentation en NO3™ ne réduit

pourtant pas le VO, au cours d’exercices d’intensités sous-maximales chez les patients
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présentant une pathologie chronique. Par conséquent, a la vue de ces résultats, la
supplémentation en NO3” semble, d’une part réduire le VO, lors d’exercices d’intensité modérée
a elevée, notamment a travers une amélioration de I’efficience mitochondriale (Clerc et al.
2007; Larsen et al. 2011a) ; et d’autre part augmenter la perfusion musculaire lors d’exercices
se réalisant au-dela d’une intensité difficile (Aucouturier et al. 2015; Jones et al. 2016). Une
amélioration de la disponibilité en Oy, a travers une augmentation de ’apport et/ou une
réduction de I’utilisation de 1O, pourrait renforcer la stabilité métabolique (Zoladz et al. 2006).
Un maintien de la stabilité métabolique pourrait retarder le processus de fatigue musculaire, en
préservant le fonctionnement de la phosphorylation oxydative (Grassi et al. 2011). Toutefois,
les adaptations physiologiques induites par I’entrainement en endurance peuvent altérer I’effet
ergogénique de la supplémentation en NO3z lors d’exercices sous-maximaux et maximaux
(Hoon et al. 2013; Porcelli et al. 2015; Carriker et al. 2016). En raison de I’absence d’une méta-
régression dans notre méta-analyse, nous n’avons pas pu déterminer si le niveau d’aptitude

aérobie des sujets influence les effets de la supplémentation en NO3™ sur le VO,.

Dans une seconde €tude, nous n’observons pas d’amélioration de la tolérance a I’effort
au cours d’un exercice intermittent d’intensité supramaximale a la suite d’une supplémentation
en NO3™ chez des sujets entrainés en endurance avec une aptitude aérobie élevée (VO,ax > 65
mL.min™.kg?). Ces résultats sont a I’opposé de ceux observés chez des sujets ayant une aptitude
aérobie plus faible (VO,max <50 mL.min"t.kg?), tels que les joueurs de sports collectifs (Wylie
et al. 2013b; Aucouturier et al. 2015; Wylie et al. 2016a; Porcelli et al. 2016). Les autres
résultats majeurs de cette seconde étude sont une absence d’effets de la supplémentation en
NOs sur le VO,, ’oxygénation et la désoxygénation musculaires ainsi que sur le volume
sanguin local lors de I’exercice intermittent supramaximal. Ces observations sont contraires a
celles précédemment rapportées au cours d’exercices d’intensité sous-maximale, chez des
sujets ayant une aptitude aérobie faible & modérée (Bailey et al. 2009, 2010; Lansley et al.
2011b; Wylie et al. 2013a; Jones 2014; Pawlak-Chaouch et al. 2016). Cependant, nos résultats
sont en accord avec de précédents travaux, dans lesquels aucun changement du VO, n’est
observé lors d’exercices d’intensité supramaximale (Martin et al. 2014; Aucouturier et al. 2015;
Wylie et al. 2016a). L’exercice intermittent supramaximal semble réunir les conditions
favorables pour potentialiser les effets de la supplémentation en NO3™ puisque la conversion du
NO2 en NO par la désoxyhémoglobine et la désoxymyoglobine est renforcée en conditions
hypoxique et acide (Cosby et al. 2003; Shiva et al. 2007), et que ces conditions sont présentes

au niveau musculaire lors de I’exercice supramaximal (Modin et al. 2001). La production du
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NO via la réduction du NO2 contribue a la vasodilatation au niveau musculaire et a 1’inhibition
de la respiration mitochondriale (Cosby et al. 2003; Shiva et al. 2007). Ces deux derniers
facteurs facilitent I’apport en Oz aux muscles actifs et améliorent 1’efficience oxydative
respectivement, se traduisant ainsi par une réduction du co(t en O lors d’exercices sous-
maximaux (Jones 2014). En outre, I’exercice d’intensité supramaximale recrute une forte
proportion de fibres musculaires de type 2, lesquelles sont particulierement sensibles aux effets
de la supplémentation en NO3 sur la perfusion musculaire (Ferguson et al. 2013a, 2015; Jones
et al. 2016). Toutefois, I’amélioration de la tolérance a 1’effort dans cette modalité d’exercice
ne semble pas liée a une réduction du codt en O, a contrario des exercices sous-maximaux
(Martin et al. 2014; Aucouturier et al. 2015). De plus, nous avons précedemment observe, chez
les sujets ayant une aptitude aérobie modérée, une diminution des fluctuations du VO, et du
VCO,, ainsi qu’une augmentation des fluctuations du VE au cours de 1’exercice intermittent
supramaximal apres une supplémentation NOs™ (Aucouturier et al. 2015), mais ces fluctuations
ne sont pas presentes chez les sujets entrainés en endurance. Par ailleurs, dans notre étude, la
supplémentation en NOs™ chez des sujets ayant un VO, .« élevé (> 65 mL.mint.kg?) et dotés
d’une forte proportion de fibres musculaires de type 1, ne renforce pas 1’indice de perfusion
musculaire estimé par la spectroscopie du proche infrarouge, lors de 1’exercice intermittent
d’intensité supramaximale. L’absence de ces réponses physiologiques chez les sujets entrainés
en endurance semble confirmer que les effets de la supplémentation en NO3" different selon le

niveau d’aptitude aérobie des sujets.

Dans une troisieme étude, nous ne rapportons pas de différence significative des
concentrations plasmatiques d’ADMA entre un groupe d’athlétes entrainés en endurance (HI-
FIT) et un groupe constitué de sujets ayant une faible aptitude aérobie (LO-FIT). Malgré un
VO, max SUpérieur de 60 % chez le groupe HI-FIT comparativement au groupe LO-FIT, les
concentrations plasmatiques d’ADMA ne sont pas associées au profil de la désoxygénation
musculaire au cours de I’exercice dans cette population de sujets jeunes et sains. L.’ensemble
de ces résultats supporte I’hypothése que chez les sujets sains les différences interindividuelles
de VO, Ne sont pas liées a la vasodilatation dépendante de 1’endothélium (Montero et al.
2014, 2015). Dans une revue systématique, Montero (2015) montre que le VOyp.x €St
significativement associé a la fonction endothéliale dans moins de 50 % des études portant chez
des sujets sains, et ceci indépendamment de 1’age. Le remodelage artériel, a travers notamment
une augmentation du diametre artériel, pourrait étre un facteur plus important dans la capacité

d’élévation du débit sanguin et de 1’apport en O2 a ’exercice, chez des sujets ayant un VO«
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élevé (Green et al. 2004b, 2012). Dans une méta-analyse, Montero et al. (2014) rapportent que
les athlétes agés présentent une vasodilatation dépendante de 1’endothélium supérieure par
rapport a celle des sujets contrdles, appariés selon 1’age. Cette différence n’est pas observée
lorsque la comparaison est effectuée chez les sujets jeunes (athlétes versus contréles) (Montero
et al. 2014). La taille de I’artére brachiale est augmentée chez les athletes jeunes par rapport
aux sujets contrdles appariés alors que la taille de cette méme artére est similaire chez les sujets
agés (athletes versus contrdles) (Montero et al. 2014). Ces observations sont supportées par la
relation inverse entre le diamétre des artéres des membres inférieurs et supérieurs et la fonction
vasculaire rapportée chez des sujets sains (Thijssen et al. 2008). Ainsi, Green et al. (2004b) ont
suggeéré que I’entrainement sur le long terme induirait un remodelage artériel afin de diminuer
les forces de cisaillement exercées par le flux sanguin sur les parois vasculaires, rendant ainsi
la réponse vasodilatatrice aigue a I’exercice moins prépondérante. Chez I’homme, les
adaptations vasculaires induites par les forces de cisaillement ont une évolution temporelle
différente aux niveaux fonctionnel et structural, a la suite d’un entrainement de 8 semaines de
type «handgrip » (Tinken et al. 2010). La vasodilatation dépendante de 1’endothélium
augmente jusqu’a 6 semaines apres le début de I’entrainement, mais retourne a son niveau pré-
entrainement & la 8°™ semaine (Tinken et al. 2010). Le remodelage artériel progresse sur les 8
semaines d’entrainement (Tinken et al. 2010). Ainsi, le remodelage artériel chez les sujets
entrainés pourrait réduire 1’influence du NO dans 1’apport en O2 aux muscles, et a fortiori éviter

tout effet de I’ADMA sur la perfusion musculaire a I’exercice dans cette population.

Dans une quatriéme étude, nous n’avons observé aucun effet de ’ADMA sur la
perfusion musculaire au cours d’un exercice sur tapis roulant d’intensité modérée chez le rat.
In vitro, I’ADMA semble apparaitre comme un inhibiteur endogene potentiel de la NO synthase
qui inhiberait a la fois les isoformes nNOS et eNOS (Cardounel et al. 2005, 2007). Ces 2
isoformes sont exprimées au sein des muscles squelettiques (Nakane et al. 1993; Kapur et al.
1997). Chez I’animal, I’inhibition pharmacologique de la NOS réduit la réponse vasodilatatrice
a I’ACh au repos (Hirai et al. 1994) et le débit sanguin aux muscles squelettiques au cours de
I’exercice (Hirai et al. 1994; Maxwell et al. 1998). La réduction du débit sanguin est corrélée
au pourcentage de fibres musculaires de type 1 (Hirai et al. 1994). Dans notre étude, la typologie
musculaire n’affecte pas les effets de ’ADMA sur la perfusion musculaire au cours de
I’exercice sur tapis roulant. Ces résultats controversés étayent la complexité de la contribution
du NO a la perfusion musculaire lors de I’exercice. Cette contribution du NO semble étre sous

I’influence des profils de forces de cisaillement sur les parois vasculaires d’une part, et des
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modalités d’exercice d’autre part. Green et al. (2005), qui ont étudié le débit sanguin au niveau
de I’avant-bras lors d’une épreuve d’effort sur bicyclette et lors d’un exercice de type
« handgrip » chez des sujets sains, ont observé que 1I’inhibition pharmacologique des NOS
diminue le débit sanguin uniquement lors de I’exercice sur bicyclette. Cette inhibition
spécifique a I’exercice sur bicyclette peut s’expliquer par une forte proportion de flux sanguin
rétrograde lors de la diastole, faisant apparaitre un profil oscillatoire du flux sanguin lors de
I’exercice (Green et al. 2005). La contribution du NO varie selon le type d’exercice réalisé,
probablement en raison de différents profils de flux sanguins qui peuvent réguler la stimulation
de la synthése du NO (Green et al. 2005).

En outre, la localisation du site de mesure au niveau des arteres semble également
influencer la réponse de la vasodilatation dépendante du NO. La comparaison de valeurs de
FMD mesurée au niveau des membres supérieurs et inférieurs chez des sujets sains ne révéele
aucune association entre les valeurs obtenues au niveau de 1’artére brachiale et les artéres
localisées au niveau des membres inférieurs (Thijssen et al. 2011b). Ainsi, la vasodilatation
dépendante du NO ne peut étre présentée comme uniforme a travers 1’ensemble de I’organisme
(Thijssen et al. 2008, 2011b). Au cours de I’exercice, la participation du NO dans la
vasodilatation périphérique peut étre masquée par la libération de nombreux agents
vasodilatateurs, tels que I’ATP, I’adénosine et les prostaglandines, par I’endothélium et les
muscles squelettiques (Clifford et Hellsten 2004; Murrant et Sarelius 2015). L’inhibition d’un
des mécanismes responsables de la vasodilatation a I’exercice pourrait entrainer une
augmentation de la contribution d’autres voies compensatrices dans la vasodilatation
périphérique, faisant ainsi émerger le concept de redondance dans le contréle de la perfusion
musculaire a ’exercice (Boushel et Kjaer 2004). Schrage et al. (2004) montrent que le débit
sanguin est diminué¢ de 20 % au niveau de I’artére brachiale lors d’un exercice de 20 min de
type « handgrip » a la suite de la perfusion d’un inhibiteur de la NOS chez des sujets sains.
Dans cette méme étude, la perfusion d’un inhibiteur des prostaglandines réduit de facon
transitoire le débit sanguin musculaire, mais la combinaison des deux inhibitions ne montre pas
d’effets additifs dans I’altération de la perfusion musculaire (Schrage et al. 2004). Ainsi, ces
deux voies normalement impliquées dans le processus de vasodilatation agissent de fagon
indépendante, et ’inhibition simultanée du NO et des prostaglandines peut étre compensée par
d’autres facteurs pour maintenir le débit sanguin a I’exercice. Cependant, Hickner et al. (1997)
rapportent une contribution plus marquée du NO a I’hyperémie a 1’exercice au niveau des

membres inférieurs, avec une réduction de 50 % du débit sanguin a la suite de la perfusion d’un
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inhibiteur de la NOS au niveau du vaste latéral. Par conséquent, en raison de la complexité du
contrdle de I’hyperémie a I’exercice, I’absence d’effets manifestes de I’ADMA sur la perfusion
musculaire a I’exercice dans la présente étude pourrait s’expliquer par une contribution accrue
d’autres facteurs dans la vasodilatation, masquant ainsi toute réduction de la perfusion

musculaire induite par ’ADMA.
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CONCLUSION ET

PERSPECTIVES



Dans une premiere étude, sous la forme d’une revue systématique et d’une méta-
analyse, nous avons étudié si la supplémentation en NOs™ (versus placebo) réduit le codt en O
de la contraction musculaire, participant ainsi & diminuer le VO, a I’exercice et a préserver la
disponibilité en O,. Cette derniére est déterminée par 1’équilibre entre 1’apport et 1’utilisation
de 1’02 au niveau tissulaire. De ce fait, une amélioration de la tolérance a I’effort, a la suite de
la supplémentation en NOs, peut étre expliquée par une redistribution du débit sanguin aux
muscles actifs et/ou une diminution du codt en O au cours de 1’exercice. Ainsi, NOUS avons
montré qu’une supplémentation en NOz™ réduit le colt en O au cours d’exercices d’intensité
modérée a élevée chez des sujets jeunes et sains. Cet effet ne semble pas maintenu lorsque
I’intensité d’exercice augmente vers les capacités maximales des sujets. Les effets de la
supplémentation en NOs™ peuvent étre intéressants dans le cadre de pathologies chroniques, ou
une altération de 1’apport et/ou de I’utilisation de 1’O2 limite la tolérance a 1’effort et affecte la

qualité de vie.

Dans une seconde étude, nous avons exploré 1’effet d’une supplémentation en NO3’, par
le biais de jus de betterave rouge, sur la tolérance a I’exercice, au cours d’un exercice
intermittent a intensité supramaximale, chez des sujets entrainés en endurance. Cette population
serait moins sensible aux effets ergogéniques de la supplémentation en NO3™ en raison des
adaptations physiologiques induites par I’entrainement en endurance lors d’exercices sous-
maximaux et maximaux. Ainsi, nous démontrons que les sujets ayant un VO, élevé (> 65
mL.mint.kg?) ne présentent pas les bénéfices de la supplémentation en NOs sur le
métabolisme aérobie et la perfusion musculaire au cours d’un exercice intermittent d’intensité
supramaximale, contrairement aux sujets modérément entrainés, caractérisés par une aptitude
aérobie plus faible (VO,max < 50 mL.min™.kg™?). Les facteurs a I’origine de I’absence d’effet
de la supplémentation en NO3 dans des populations présentant une aptitude aérobie élevée
restent a déterminer. De futures études sont nécessaires pour trouver les caractéristiques de la
supplémentation en NO3™ (durée, dose, forme) susceptibles de faire émerger les effets du NOs

a ’exercice chez des sujets entrainés en endurance.

Dans une troisieme étude, nous avons investigué si 1’aptitude aérobie et I’apport en O»
sont liés aux concentrations plasmatiques d’ADMA chez des sujets jeunes et sans pathologie
chronique. En effet, une augmentation de la concentration plasmatique d’ADMA est associée
a une altération de I’aptitude aérobie dans diverses pathologies cardiovasculaires, comme

I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs et I’insuffisance cardiaque. L’ADMA

158



pourrait étre un facteur indépendant dans la régulation de la perfusion musculaire dépendante
du NO, et pourrait affecter I’apport en O nécessaire au métabolisme aérobie. Ainsi, nous
rapportons qu’une grande différence dans les niveaux d’aptitude aérobie chez des sujets jeunes
et sains n’est pas associée aux concentrations plasmatiques d’ADMA, contrairement aux
populations atteintes de pathologies cardiovasculaires ou présentant des risques
cardiovasculaires. L’ADMA pourrait agir directement sur la fonction cardiaque chez ces
derniéres populations, sans pour autant contribuer a des changements au niveau
hémodynamique. En outre, I’entrainement en endurance pourrait rendre difficile ’utilisation
des concentrations plasmatiques d’ADMA comme biomarqueur en stimulant le renouvellement
des protéines au niveau musculaire, et/ou en altérant 1’expression et/ou I’activité des

transporteurs d’acides aminés cationiques.

Dans une quatrieme étude, nous avons examiné ’effet de ’ADMA sur la perfusion
musculaire lors d’un exercice de course sur tapis roulant chez le rat. L’ADMA apparait comme
un inhibiteur fonctionnel in vitro de la eNOS et de la nNOS, lesquelles sont exprimées au sein
du muscle squelettique. De ce fait, un niveau plasmatique élevé d’ADMA pourrait réduire la
perfusion musculaire dépendante du NO. Nous démontrons que I’ADMA n’a pas d’effet sur le
débit sanguin musculaire lors de I’exercice de course d’intensité modérée chez le rat apres sa
perfusion. L’ADMA pourrait étre un inhibiteur spécifique de la nNOS, laquelle est
majoritairement exprimée au niveau des fibres musculaires de type 2. Une vitesse de course au-
dela de la vitesse critique pourrait entrainer une diminution du débit sanguin musculaire a
I’exercice sous perfusion d’ADMA, en raison d’une redistribution du débit sanguin vers les

fibres musculaires de type 2 lors de I’exercice dans ce domaine d’intensité.

Toutefois, 1’ensemble de nos résultats montre que ’ADMA n’est pas un facteur
indépendant dans la régulation du débit sanguin et de I’apport en O2 aux muscles squelettiques
au cours de I’exercice. Ainsi, ’ADMA pourrait étre un simple biomarqueur des processus
inflammatoires et du stress oxydant dans le cadre de pathologies chroniques ou de populations
a risques cardiovasculaires. Les variations de concentrations plasmatiques d’ADMA
refléteraient les altérations présentes au niveau de sa dégradation via la
diméthylaminohydrolase diméthylarginine ou de sa synthése via les protéines arginine

méthyltransférases.
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Résumé :

Ce projet de thése avait pour objet d’étudier la régulation de la biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO) a travers
la supplémentation en nitrate (NO3") chez ’homme, et la perfusion d’ADMA chez I’animal. Nous avons essayé¢ de
déterminer les répercussions de la modulation de la biodisponibilité du NO sur la perfusion musculaire a 1’exercice,
et I’effet de I’aptitude aérobie sur cette modulation. Dans notre méta-analyse, nous avons rapporté une diminution de
la consommation d’oxygéne (VO,) lors d’exercices d’intensité modérée a élevée, avec une amélioration de la
tolérance a 1’exercice sans réduction du VO, chez les sujets présentant une pathologie. Dans une seconde étude,
aucune amélioration de la tolérance a I’effort n’a été observée chez des athlétes [consommation maximale d’oxygéne
(VOzmax) > 65 mL.mintkg?] au cours d’un exercice intermittent d’intensité supramaximale aprés une
supplémentation en NOs™ et sans modification au niveau du VO, et de la perfusion musculaire. Une troisiéme étude
montre que 1’aptitude aérobie et 1’apport en Oz aux muscles, dépendante de la perfusion musculaire, ne sont pas
associés a la concentration plasmatique d’ADMA chez des sujets jeunes et sains. Enfin, notre quatriéme étude ne
rapporte pas d’effet de la perfusion de I’ADMA sur la perfusion musculaire au cours d’un exercice de course chez
des rats. En conclusion, la supplémentation en NO3™ peut contribuer & une amélioration de la performance a travers
une réduction du codt en O pour des exercices sous-maximaux. Cependant, les sujets entrainés en endurance avec
une aptitude aérobie élevée ne présentent ni d’effet ergogénique, ni d’amélioration de la perfusion musculaire a la
suite d’une supplémentation en NOs lors d’exercices intermittents supramaximaux, contrairement aux sujets
modérément entrainés. En outre, I’ADMA, en tant inhibiteur de la synthése du NO, ne semble pas jouer un role dans

la régulation du débit sanguin et de I’apport en O aux muscles actifs, en I’absence de conditions pathologiques.

Abstract:

We aimed to determine whether dietary nitrate (NO3’) supplementation and ADMA modulate NO bioavailability and
muscle blood flow during exercise. The second purpose was to establish whether aerobic fitness alters the effects of
dietary NOs3 supplementation and ADMA on muscle blood flow during exercise. In our meta-analysis, we found that
dietary NOs™ supplementation decreases VO, during exercise performed in the moderate and heavy intensity domains
in healthy subjects, and enhances exercise tolerance in subjects with chronic diseases, but no change in VO, Our
second study showed that dietary NO3™ supplementation did not increase the number of repetitions completed during
supramaximal intensity intermittent exercise in endurance athletes with high aerobic fitness (VO,max > 65 mL.kg"
L min?), and did not increase muscle blood volume. In the third study, aerobic fitness is not related to muscle O,
delivery and plasma ADMA concentrations in young male subjects with a wide range of aerobic fitness level. In the
fourth study, increased plasma ADMA levels did not decrease muscle blood flow during low-treadmill running
exercise in healthy rats. In conclusion, dietary NO3 supplementation could contribute to an improved tolerance to
exercise by reducing O, cost during exercises at submaximal intensities. However, endurance-trained athletes with
high VO,max level do not benefit from the effects of dietary NOs supplementation on exercise performance and
muscle blood flow as reported in moderately trained subjects. Moreover, ADMA did not regulate muscle blood flow
and Oy delivery during exercise in conditions free from cardiovascular and metabolic diseases in humans and in the

rat with pharmacological-induced increase in plasma ADMA levels.



