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Introduction

La prévalence de I’obésité infantile est en augmentation constante et constitue un enjeu
majeur de santé publique tant en France qu’a I’international. Depuis quelques décennies,
I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) incite les nombreux pays touchés par 1’obésité a
mettre en ceuvre des plans d’actions sur la nutrition, I’activité physique et la santé pour endiguer
cette « épidémie » (qualifiée ainsi par I’OMS, 2003). L’OMS, dans son dernier rapport de 2016
sur I’enfance et 1’obésité, estime qu’au moins 41 millions d'enfants de moins de 5 ans sont
atteints de surpoids ou d’obésité, définis comme la proportion d'enfants ayant des valeurs de z-
score pondérées pour le poids a plus de 2 SD et plus de 3 SD respectivement, telles que définies
par les médianes de populations de référence (OMS, 2016). En France, un plan d’action de santé
publique quinquennal qui vise & améliorer 1’état de santé de la population a été initié des 2001
(Programme National Nutrition Santé PNNS). Tous les cinq ans, le PNNS propose des actions
ciblant la nutrition comme un déterminant majeur de 1’équilibre entre les apports liés a
I’alimentation et I’activité physique pour 1’équilibre de la balance énergétique. Le rapport
d’expertise collective sur 1’activité physique — contextes et effets sur la santé (Chapitre obésité)
mené en 2008 par 'INSERM, a souligné I’enjeu de ’activité physique dans le contexte actuel
de «I’épidémie » d’obésité. En 2011, la Haute Autorité de la Santé (HAS) a actualisé ses
recommandations de bonnes pratiques sur la prise en charge médicale du surpoids et de I’obésité
de I’enfant et de I’adolescent. Parmi ses recommandations, 1’activité physique et la sédentarité
doivent étre évaluées comme un préalable essentiel et nécessaire pour tous les acteurs de la
prise en charge de 1’obésité infantile. Bien que le PNNS délivre des messages adressés a la
population générale en recommandant une pratique réguliére de 1’activité physique, messages
relayés par les professionnels de la santé, des recommandations spécifiques et des conseils
adaptés aux populations spécifiques, comme les enfants et adultes obeses, sont nécessaires pour
étre efficaces. L’obésité caractérisée par un déséquilibre énergétique s’accompagne

fréquemment d’un déficit en nombreux micronutriments (Carpentier et al., 2013), notamment
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un déficit en vitamine D. La vitamine D est synthétisée dans 1’organisme humain a partir d’un
dérivé du cholestérol sous 1’action des rayonnements UVB. Or, les enfants obéses s’exposent
peu au soleil (Braegger et al., 2013). Par ailleurs, on sait que la couverture des besoins en
vitamine D est difficile a atteindre par I’alimentation (Maillot et al., 2009). En effet, il s’agit
d’une vitamine présente dans peu d’aliments vecteurs (poissons gras). Face & ce constat, des
essais de supplémentation ont été conduits chez des populations d’enfants et d’adultes obéses
avec des résultats prometteurs qui doivent étre confirmés. La littérature a rapporté 1’efficacité
d’une supplémentation en VD pour normaliser le statut en 25(OH)D chez des adolescents
obéses avec un taux de 25(OH)D inférieur a 75nmol/L a I’inclusion (Javed et al., 2016), alors
que des effets prometteurs d’une supplémentation sur le tissus adipeux, le systéme
cardiovasculaire et méme la performance physique ont été démontrés chez les adultes obéses
(Carrillo et al., 2013; Raed et al., 2017; Rosenblum et al., 2012). Dans le cadre d’une prise en
charge nutritionnelle combinant régime alimentaire et activité physique chez 1’adolescent
obese, nous avons fait I’hypothése que la vitamine D pourrait améliorer les effets métaboliques
et vasculaires de cette prise en charge. Nous avons également souhaité évaluer les effets plus
durables d’une modalité de réentrainement a 1’effort ludique et variée (a base d’exercices
intermittents courts et intenses HIIT/ MCT) susceptible de conditionner l'adhésion a l'activité

physique a court et moyen terme.

Ainsi, en vue d’améliorer les stratégies de prise en charge chez les adolescents obéses, mes
travaux de thése tentent de répondre aux deux questions suivantes : quels seraient les effets
d’une modalité d’activité physique de type HIIT et quels seraient les effets d’une
supplémentation quotidienne en vitamine D pendant 3 mois associée a une prise en charge

nutritionnelle.
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1. L’obésité de I’enfant et de I’adolescent

1.1 Définition

Le surpoids et 1’obésité sont définis par 1’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS)
comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle secondaire a un
déséquilibre de la balance énergétique entre les apports et les dépenses caloriques, et pouvant
nuire a la santé. L’indice de masse corporelle (IMC : poids (kg) / taille” (m?) qui refléte plus la
corpulence que I’adiposité est utilisé pour définir 1’obésité (> 30kg/m?) et le surpoids (>
25kg/m?) chez les adultes indépendamment de 1’age et du genre. Chez les enfants dont le statut
pondéral subit des variations importantes selon 1’age et le sexe pendant la phase de croissance,
I’obésité est définie, selon les recommandations frangaises, par un IMC supérieur au 97°¢
percentile au regard de la courbe de référence de Rolland-Cachera (Rolland-Cachera, 2011)

(Figure 1).
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Figure 1. Courbes d'IMC provenant de diverses références et normes.
Centiles du groupe international de travail sur I'obésité (IOTF) et de Cole TJ (2011) ; Scores
de déviations standard (SDS) de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (WHO, 2006) (0-5 ans)
et WHO (2007) (5-19 ans) ; centiles des centres nationaux des statistiques de santé américain
(CDC, 2000) et frangais (1991). IOTF C-25 et IOTF C-30 correspondent aux centiles des
IMC a 25 et 30 des personnes dgées de 18 ans ; Cole C-17 fait référence aux centiles des IMC
a 17 chez les personnes agées de 18 ans.
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On considere que 1’obésité chez les enfants est dite sévere lorsque les valeurs de référence
de la courbe seuil de I'International Obesity Task Force (IOTF) se situent au-dessus de 120 %
de 'IMC 30, et morbide au-dessus de la courbe a 140 % de I'IMC 30 (Flegal et al., 2009;
Skinner and Skelton, 2014). Ces seuils établis a partir du suivi prospectif des obésités de
I’enfant correspondent par ailleurs et a peu de chose pres, aux IMC 35 et 40 a ’age de 18 ans.
Afin d’étre indépendant de 1’age et du sexe, 'IMC peut étre transformé, a partir des valeurs de
référence, en écart réduit a la moyenne (ou Z-score) ou en rang de centile. Le Z-score d’IMC
permet d’obtenir une indication chiffrée de la déviation par rapport a la médiane de la
population de référence, et qui prend en compte le sexe et I’age (méthode Least Mean Square)
(Rolland-Cachera 2011; Must et Anderson 2006). Les analyses de Z-score d’IMC peuvent
ensuite étre rapportées en unités percentile d'IMC pour permettre une comparaison avec les
tables de distribution normale de population par age, et faciliter I’interprétation (McCarthy et
al., 2006). Les Z-score d’IMC présentent également un intérét lorsqu’il s’agit de comparer les
moyennes de groupes différents, tout en relativisant les trajectoires de poids (Must and
Anderson, 2006a). Selon la littérature, les enfants et adolescents qui présentent un Z-score
d’IMC compris entre 2 et 3 sont considérés en obésité¢ modérée, et 1’obésité sévere est avérée

pour un Z-score d’IMC supérieur a 3 (Zimmet et al., 2007).

Si I'IMC évalue la corpulence, il ne permet pas de connaitre avec suffisamment de
précision la composition corporelle. Or, il est important de définir non seulement 1I’importance
de I’excés de masse grasse mais également sa répartition. En effet, il est maintenant bien établi
que cette répartition conditionne le caractére plus ou moins délétére de 1’excés pondéral. Ainsi,
I’adiposit¢ abdominale, et plus particuliérement périviscérale, s’accompagne d’une
augmentation du risque cardio-vasculaire global mais également du risque métabolique avec

une plus grande prévalence de diabete (Després, 2001; Reeder et al., 1997). De facon
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préoccupante, 1’adiposité abdominale est de plus en plus fréquente chez les enfants (Maffeis et

al., 2008; Silveira et al., 2013).

1.2 Données épidémiologiques

L’¢épidémie d’obésité¢ infantile inquicte par le fait qu’elle peut étre associée a des
désordres tels que le diabéte, une dyslipidémie et I’hypertension qui contribuent de fagon
importante a générer un état général pro athérogéne et donc développer des maladies
cardiovasculaires (Mathieu et al., 2009) . Dans son rapport de 2012, I’OMS estimait a 170
millions le nombre des enfants de moins de 18 ans présentant un excédent pondéral (Lobstein
et al., 2015). Dans un rapport plus récent, ’OMS (2015) estimait que le nombre d’enfants de
moins de 5 ans touchés par le surpoids ou I’obésité avait atteint plus de 41 millions d’enfants.
De fagon préoccupante, jusqu’a deux tiers des enfants obéses de plus de 6 ans risquent d’étre
obéses a 1’age adulte. Ainsi, la probabilité qu’un enfant obése demeure obése a 1’age adulte est
de 20 a 50% avant la puberté et de 50 a 70% apres la puberté (Whitaker et al., 1997). Les enfants
obéses sont susceptibles de développer des maladies comme le diabéte et les maladies
cardiovasculaires a un age plus jeune (Burns et al., 2014; Koskinen et al., 2017). Aussi, les
nombreuses complications et comorbidités associées a 1’obésité pourraient-elles étre évitées par

une prise en charge précoce de cette pathologie multifactorielle.

L’é6tude INCA 3 (Etude individuelle nationale des consommations alimentaires 3) réalisée
en 2014-2015 a actualisé les données de consommation et d’habitudes alimentaires pour un
¢chantillon représentatif de la population frangaise. Les données recueillies ont notamment
porté sur la consommation et les habitudes alimentaires, sur 1’activité physique et la sédentarité

et sur les caractéristiques anthropométriques. Ainsi, dans la population des enfants de 0 a 17
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ans (n= 2 697), 11% [10%-13%] sont en situation de maigreur, 13% [11%-15%] sont en
surpoids et 4,0% [3,1%-5,1%] sont obéses. Plus spécifiquement, chez les adolescents de 15 a
17 ans, 14.7% sont en surpoids et 5.5% sont obéses, sans différence gargons-filles. Par rapport
aux données de 1’étude INCA 2 (2006-2007), la prévalence du surpoids et de 1’obésité est
relativement stable chez les enfants de 3 a 14 ans. En revanche, la prévalence du surpoids chez

les adolescents de 15 a 17 ans a augmenté, passant de 9 a 15%.

1.3 Physiopathologie de I’obésité, ses déterminants et ses

complications

1.3.1 Physiopathologie

Dans des circonstances normales, la masse grasse de chaque individu est étroitement régulée.
En effet, il existe un ajustement des dépenses et des apports énergétiques permettant de
maintenir la masse corporelle a un niveau stable appelé « set point » (Keesey and Hirvonen,
1997). L’obésité est caractérisée par une augmentation des stocks de tissu adipeux, secondaire
a un déséquilibre de la balance énergétique (Bjorntorp, 1997). Lors de la phase de constitution
de I’obésité, dite phase dynamique, le bilan énergétique est positif, entrainant une accumulation
de graisse en relation avec 1’excés calorique. Un déséquilibre, méme minime (1 a 2%) entre les
apports et les dépenses suffit a déclencher ce phénoméne (Spiegelman and Flier, 2001). Lorsque
le bilan énergétique redevient équilibré, mais avec un « set point » supérieur, la prise de poids

est stoppée : c’est la phase statique de 1’obésité (Basdevant et al., 2002). La succession
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inappropriée de régimes et de variations pondérales transitoires peut jouer un réle défavorable

en réduisant les dépenses énergétiques (Leibel et al., 1995).

Au cours de I’enfance, certaines périodes critiques sont décrites dans le développement
de I’obésité (Figure 2). L’origine de la prise de poids chez les enfants obéses se fait par
multiplication du nombre d’adipocytes, on parle d’obésité hyperplasique. La multiplication des
cellules graisseuses se fait dés les premiers mois de la vie et continue jusqu’a la fin de la puberté.
Durant cette période, des apports alimentaires en exces provoquent une stimulation hormonale
(leptine) et ainsi une augmentation importante du nombre d’adipocytes. Par contre, a I’age
adulte, la prise de poids est caractérisée par une augmentation du volume des adipocytes, on

parle d’obésité hypertrophique (Ziegler et al., 2000).
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Figure 2. Périodes critiques du développement de I’obésité (Gonzalez-Muniesa et al., 2017)
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L’étiologie de 1’obésité ainsi que ses phénotypes sont liés a 1’évolution de facteurs d’ordre
anthropométrique et clinique, biologique, ainsi que psycho-social (Figure 3). La contribution
respective de ces facteurs reste a définir de fagon précise. Les facteurs génétiques de 1’obésité
associés a des facteurs environnementaux tels que 1’offre alimentaire et les incitations et une
reduction importante d’activité physique, vont conduire a une balance énergétique défavorable
et la prise de poids. L’étiologie de la maladie de 1’obésité est associée a de multiples
complications métaboliques susceptibles de conduire au développement du syndrome
métabolique. Hormis I’adiposité, les facteurs du syndrome métabolique désignent la

dyslipidémie, I’insulino-résistance, et des anomalies du métabolisme glucidique.

Obésité massive

Handicap
o —

Comorbidités

Obésité

m

Surpoids
Facteurs environnementaux

Stade
preclinique
Prédisposition aénétiaue. épiaénétiaue

Figure 3. Histoire naturelle de I’obésité. (Faucher and Poitou, 2016).
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1.3.2 Les déterminants

L’obésité est une pathologie chronique, complexe et hétérogene dont les déterminants
psychopathologiques et socioculturels jouent un réle au méme titre que les facteurs

environnementaux et génétiques (Faucher and Poitou, 2016; Sheikh et al., 2017).

1.3.2.1 Génétique et obésité

Le facteur génétique joue un role non négligeable dans I’étiologie de 1’obésité, en
interaction importante avec I’environnement (Faucher and Poitou, 2016). Ainsi plus de 250
genes impliqués dans la prise de poids, 1’obésité sévére et/ou les complications de 1’obésité ont
¢té identifiés (Rankinen and Bouchard, 2006) mais leur effet individuel reste modeste La
prédisposition génétique (Sheikh et al., 2017) a la prise de poids est susceptible d’expliquer les
différences inter-individuelles chez les personnes souffrant d’obésité. 20% de génes dits

« obésogenes » ont ét¢ identifiés chez ’homme (Milagro et al., 2013).

1.3.2.2 Excés d’apports énergétiques et déséquilibre de la balance

énergétique

La perte de 1’équilibre alimentaire peut étre d’ordre quantitatif (taille des portions) ou
(et) qualitatif, tel que la diminution de I’apport de glucides complexes (féculents, fibres), au
profit d’aliments a I’index glycémique ¢levé et aux lipides ; le tout aggravé par la perturbation
des rythmes alimentaires (notamment le grignotage a toute heure). Le rapport a 1’alimentation
est donc un enjeu fondamental dans le traitement de 1’obésité des enfants et des adolescents. Ce

rapport est étroitement li¢ aux stimuli sensoriels et psychologiques, dont les émotions et I’affect
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qui lui sont associés. Enfin, la balance énergétique des personnes obeses peut étre perturbée par
différentes dysrégulations de sécrétion ou de signalisation qui touchent essentiellement le tube
digestif (Quarta et al., 2017), le pancréas notamment via 1’action de I’insuline (Roberts et al.,
2014), et les tissus adipeux ou la leptine joue un rdle central (Ramos-Lobo and Donato, 2017).
Ces événements sont susceptibles d’interagir ensemble au niveau du systéme nerveux central,
et notamment par 1’intermédiaire de 1’hypothalamus qui agit comme un régulateur de la prise
alimentaire et la dépense énergétique (Carmo-Silva and Cavadas, 2017). Toutefois, ces facteurs
participant au déséquilibre énergétique n’expliquent pas a eux seuls la prévalence de I’obésité
ou les trajectoires individuelles de la prise de poids pour des individus qui ont le méme mode

de vie.

1.3.2.3 Sédentarité et inactivité physique

L’inactivité physique se définit comme un niveau insuffisant d'activité physique, c'est-
a-dire n'atteignant pas le seuil recommandé par les sociétés savantes. La sédentarité se définit
comme une situation d'éveil caractérisée par une dépense énergétique inférieure a 1,5
¢quivalents métaboliques (METSs) en position assise ou allongée. Différentes études ont établi
un lien fort entre la diminution de la dépense énergétique des individus et la prévalence de
I’obésité (Hill et al., 2003; Prentice and Jebb, 2004). La relation entre la sédentarité et 1’obésité
des jeunes a fait I’objet d’une revue de Must et Tybor (Must and Tybor, 2005) qui conclut a
partir d’études prospectives, que ’augmentation de 1’activité physique et la réduction des
comportements sédentaires sont associées a une plus grande protection vis-a-vis de la prise de
poids chez I’enfant et 1’adolescent. Comme cela a été discuté dans le rapport d’expertise
collective INSERM sur I’activité physique « Contexte et effets sur la santé » en 2008, plusieurs

¢tudes transversales et longitudinales discutent du lien entre sédentarité et masse grasse, en
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confirmant la relation entre la sédentarité et I’obésité chez les jeunes (Must and Anderson,
2006b; Wareham et al., 2005). Le rapport INCA 3 (2017) rapporte ainsi que seul 1/3 des
adolescents entre 11 et 17 ans pratiquent au moins 60 minutes par jour d’activités physiques, la
moiti¢ des adolescents entre 11 et 14 ans et 2/3 des adolescents entre 15 et 17 ans passent plus
de 3h par jour devant les écrans et enfin 1/3 des enfants présentent un comportement associant
inactivité physique et sédentarité. On peut désormais s’interroger sur le sens de la relation entre
AP et obésité. Est-ce la diminution de pratique d’ AP qui développe 1’obésité ou est-ce 1’obésité
qui conduit a moins de pratique d’AP ? Il s’agit probablement d’un « cercle vicieux ». Le

contexte nutritionnel et I’environnement sont indissociables de cette discussion.

1.3.2.4 Environnement social et économique

Au-dela des facteurs d’inactivité physique et de comportements de sédentarité, I’effet d’un
faible statut socio-économique participe d’un environnement obésogene (Villagran Pérez et al.,
2013) (De Saint Pol Thibault, 2007). En France, le programme national nutrition santé (PNNS)
2011-2015 soulignait 1’effet du revenu dans de nombreux aspects de la consommation
alimentaire, en se fixant pour objectif prioritaire de lutter contre les inégalités sociales. Cet axe
a été repris en intégralité dans le plan d’action européen pour le traitement de 1’Obésité infantile

(2014-2020).
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1.3.3 Les complications

1.3.3.1 Les complications métaboliques

L’obésité infantile est souvent associée a une dyslipidémie dans laquelle les
triglycérides plasmatiques (TG) sont augmentés, les concentrations de HDL cholestérol sont
diminuées et celles des lipoprotéines de basse densité (LDL) augmentées (Akinci et al., 2008 ;
Giliven and Sanisoglu, 2008). Or selon les recommandations de I’ «American Heart
Association » chez les enfants ayant plus de deux ans, le cholestérol quel que soit le sexe devrait
étre inférieur a 170 mg/dL (valeur élevée considérée : 200 mg/dL) ; le LDL-cholestérol
inférieur 110 mg/dL (valeur élevée considérée : 130 mg/dL) ; le HDL-cholestérol supérieur a
35 mg/dL) ; et les TG inférieurs a 150 mg/dL) (Kavey et al., 2003; Mellerio et al., 2012). La
surveillance du profil lipidique chez les enfants obéses est d’autant plus importante que les
concentrations élevées de lipides (Total cholestérol, TG, LDL) observées chez les enfants
obeses ont tendance a se maintenir a 1’age adulte, augmentant ainsi le risque de maladies

cardiovasculaires et de mortalité a I’age adulte (Joshi et al., 2014).

La littérature a rapporté I’existence d’un cycle « glucose-acides gras » également
nommeé « cycle de Randel (Randle et al., 1963) selon lequel I’augmentation de la concentration
des acides gras libres (AGL) dans le milieu conduit a une réduction du captage et de I’utilisation
du glucose. Ce phénomene est a 1’origine d’une lipotoxicité et d’une inhibition de la sécrétion
d’insuline tel que rapporté par les études (Delarue and Magnan, 2007; McGarry and Dobbins,

1999)

Des études chez 'homme ont clairement démontré que les AGL inhibent directement le
transport du glucose et la phosphorylation dans le muscle squelettique, principalement

responsable de 1'¢limination du glucose dans des conditions stimulées par l'insuline et de
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l'absorption insuffisante du glucose dans des états résistant a l'insuline tels que 1'obésité et le
diabéte de type 2. Ces résultats indiquent également un rdle important de la nutrition, en
particulier une consommation accrue de lipides et des AGL, dans la pathogenése de la résistance

a l'insuline.

L’insulino-résistance se définit par une diminution de I’action biologique de I’insuline
exogene ou endogene sur ses tissus cibles notamment le muscle. Au niveau musculaire, cette
insulino-résistance aboutit a un défaut de captation, d’utilisation et de stockage du glucose. Ce
défaut d’action hormonale s’accompagne généralement d’un hyperinsulinisme compensatoire.
Les effets délétéres de 1’obésité sur le métabolisme glucidique apparaissent de fagcon précoce
pendant la période de I’enfance. La littérature rapporte en effet une prévalence de
I’hyperinsulinémie chez les enfants obéses avec une réponse a la stimulation du métabolisme
glucidique a I’insuline inférieure aux enfants non obéses (Caprio et al., 1996; Chiarelli and
Marcovecchio, 2008). La prévalence du diabéte de type 2 est en augmentation chez I’enfant et
I’adolescent (Czernichow and Tubiana-Rufi, 2004). Selon les projections pour 2020, le diabéte

de type 2 pourrait augmenter de 50% chez I’enfant (Pinhas-Hamiel and Zeitler, 2005).

Les méthodes de référence servant a déterminer la sensibilité a ’insuline chez ’adulte
comme chez I’enfant obése sont : 1) le clamp euglycémique hyperinsulinémique, (qui consiste
a perfuser du glucose de facon a maintenir la glycémie du sujet 5,5 mmol/l au-dessus de sa
glycémie basale) qui permet d'évaluer dans un méme test, la sécrétion et la sensibilité a
l'insuline, et 2) ’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO). Cependant, ces méthodes
chronophages (2 a 3 heures) sont peu applicables en routine clinique (Van Der Aa et al., 2017).
Pour définir I'insulino-résistance chez les enfants et les adolescents obéses, les tests proposés
doivent étre les moins invasifs et contraignants possible afin d'étre largement applicables. Par

conséquent, d’autres marqueurs issus de méthodes basées sur des échantillons sanguins a jeun,
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ont été proposés dans les populations pédiatriques. Ces techniques plus simples permettent le
calcul d’indices indirects de la sensibilité a I’insuline, a partir des valeurs de base de la glycémie
(Gb) et de l'insuline plasmatique (Ib). Ces modeles ciblent plus particuliérement les indices
d’HOMA-IR (pour homeostasis model assessment of insulin resitance) (Song et al., 2007a), de
QUICKI (Katz et al., 2000) ainsi que le rapport glucose/insuline, qui présentent des corrélations
modérées a fortes avec I’insulino-résistance évaluée avec le clamp euglycémique-
hyperinsulinémique (Van Der Aa et al., 2017; Brandou et al., 2005a). L’index HOMA est un
mod¢le mathématique basé sur les réponses quantitatives des principaux organes impliqués
dans I'homéostasie du glucose développé par 1'équipe de Turner et al. ; (Matthews et al., 1985a).
A partir de ce modeéle, I’indice HOMA-IR (fasting insulin (ulU/mL) x fasting glycemia
(mmol.L1) /22.5) qui évalue la sensibilité a I’insuline s’est répandu en routine clinique (Song
et al., 2007b), tout comme I’indice QUICKI qui constitue un indice quantitatif de controle de
la sensibilité¢ a l'insuline, et le rapport glycémie (mg/dl) / insuline (Ul/ml) a jeun. L’indice
HOMA-IR semble plus fiable que le rapport glucose/insuline ou le modéle QUICKI pour
évaluer la résistance a l'insuline chez les enfants et adolescents obéses (Keskin et al., 2005). Si
la valeur seuil de "THOMA-IR chez I’adulte est définie a partir de 2,15 (Matthews et al., 1985b) ;
il n’existe toujours pas de consensus de valeurs chez les enfants et les adolescents obeéses.
Certains auteurs ont propos¢ des valeurs seuil de ’THOMA-IR a 3,16 (Keskin et al., 2005) alors

que d’autres ont proposé une valeur seuil supérieure ou égale a 4 (Reinehr and Andler, 2004).

Cependant, et bien que certaines études rapportent un lien de corrélation satisfaisant
entre les indices d’HOMA-IR et les valeurs de références pour 1’évaluation de I’insulino-
résistance, il a clairement été établi que la boucle de rétroaction entre l'action de l'insuline et la
libération d'insuline, est nettement modifiée au cours de la puberté, pour des raisons
physiologiques qui demeurent largement inconnues (Brandou et al., 2005a). L’obésité et la

puberté sont des facteurs importants dans le développement de I’insulino-résistance chez les
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enfants obeses, également influencée par le sexe (Codofier-Franch et al., 2010; Kurtoglu et al.,
2010) ; il semble qu’une période transitoire avec une phase d’hypersinsulinémie chez les
enfants précéde le déclin de la sensibilité a I’insuline (Le Stunff and Bougneres, 1994).
L’utilisation d’indices reposant sur les niveaux d'insuline de base peut donc poser probléme et
impliquer des cas de faux positifs dans le diagnostic de la résistance a l'insuline. Si les
marqueurs tels que ’HOMA-IR sont trés applicables en routine clinique, il convient donc d’étre
prudent dans l’interprétation des résultats obtenus par des marqueurs tels que ’THOMA-IR

durant la puberté (Brandou et al., 2005a).

L’obésité, et plus particulierement 1’exces d’adiposité abdominale, est souvent associée
a un ensemble de désordres métaboliques regroupés dans une entité clinico-biologique appelée
syndrome métabolique, également appelé syndrome X (Kim and Reaven, 2004). Ce syndrome
englobe des facteurs de risque cardiovasculaire qui associent au moins 3 des 5 facteurs

I’adiposité abdominale, I’hyperglycémie, I’hypertension, ainsi que la dyslipidémie.

Alors qu'une définition incluant des valeurs de seuils spécifiques liées au genre et a I'ethnie peut
convenir a la population adulte a risque, une telle transposition avec les populations jeunes
(enfants et adolescents) est problématique. En effet, différents parameétres tels que la tension
artérielle, les niveaux de lipides ou les variables anthropométriques changent avec 1'age et le
développement pubertaire. Par conséquent, des valeurs au-dessus du 90éme, 95¢me ou 97¢me

centile pour le sexe et I'dge sont plutdt utilisées chez 1’enfant.

A partir de I'age de 10 ans et plus, un diagnostic de syndrome métabolique peut étre
réalisé ; celui-ci est conditionné par la co-présence d'une obésité abdominale et d’au moins deux
autres composants (triglycérides élevés, lipoprotéines de basse densité (HDL)-cholestérol,
hypertension et glycémie élevée). Selon un rapport de la fédération internationale du diabéte

(IDF), les criteres IDF adultes (Alberti et al., 2006) peuvent étre utilisés pour les adolescents
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agés de 16 ans, alors qu'une version modifiée de ces critéres sera appliquée aux jeunes dont
I’age est compris 10 ans a 16 ans (utilisation du 90éme percentile pour la taille, et 40 mg / dL
de HDL pour les deux sexes) (Zimmet et al., 2007). Les multiples définitions du syndrome
métabolique chez I’enfant expliquent les niveaux de prévalence trés disparate selon les études :

de 30 a 72% (Reinehr et al., 2016).

L’inflammation et le stress oxydant, deux facteurs associés au syndrome métabolique.

De nombreuses études précliniques et cliniques ont établi le lien entre 1’obésité,
I’insulino-résistance et I’inflammation (Gregor and Hotamisligil, 2011; Lumeng and Saltiel,
2011). L’obésité est un état d’inflammation chronique a bas bruit. L.’expansion du tissu adipeux
est en effet caractérisée par I’augmentation de ’infiltration des macrophages. Il se produit un
déséquilibre de la production des cytokines par le tissu adipeux, avec la diminution des facteurs
anti-inflammatoires (tels que 1’adiponectine et IL-10) et ’augmentation des facteurs pro-
inflammatoires (tels que TNF-a, IL-6, leptine) (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Ces
facteurs tels que TNF-a, IL-1B, IL-6 et MCP-1 peuvent facilement accéder le systéme

vasculaire (Stapleton et al., 2008).
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Figure 4. Sécrétion d’adipokines par les différents compartiments de tissus adipeux et leurs

impacts sur la fonction vasculaire

Les tissus adipeux de la cavité viscérale et de la partie supérieure du corps sont accessibles
facilement au systéme vasculaire. Les fleches en pointe sont les effets potentialisateurs et les

fleches en trait sont les effets inhibiteurs. D’aprés Stapleton et al 2008 Pathophysiology.

Les enfants souffrant d’obésité sévére, présentent un niveau d’inflammation de bas
grade associé a des facteurs de risque cardiovasculaire ¢élevés (Kapiotis et al., 2006; Singh et
al., 2015a) des le jeune age. La littérature rapporte également qu’un grand nombre des
paramétres pro-inflammatoires et pro-athérogéniques qui sont associés aux maladies
vasculaires, ont été observés chez les enfants obeéses (Montero et al., 2012a). Différents
marqueurs tels que la leptine, ’interleuline-6 (IL-6), la protéine réactive C (CRP), le facteur de

nécrose tumorale-alpha (TNF-o), le fibrinogéne, les molécules d’adhésion vasculaire, la
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diminution des niveaux d’adiponectine, témoignent d’un statut inflammatoire élevé chez les

jeunes sujets souffrant d’obésité (Giordano et al., 2011).

Tumor necrosis factor-a : TNF-o est une importantecytokine impliquée dans 1'inflammation
systémique et dans la réaction de phase aigué. Le TNF-a est surexprimé dans le tissu adipeux
de patients obeses, et considéré comme un parametre clinique de I’inflammation systémique.
La littérature a également mis en évidence une valeur élevée de TNF-a chez les adolescents
obéses (Singh et al., 2017). Par ailleurs, il a été mis en évidence que TNF-a est impliqué dans
I’altération de la voie de I’insuline et provoque la résistance a I’insuline en augmentant la
lypolyse des adipocytes, stimulant les voies JNK et NF-«xB liés aux effets pro-inflammatoires
(Chen et al., 2015; Maury et al., 2009). ). Il a été montré, chez la souris diabétique, que le TNF-
a participe a la dysfonction endothéliale en diminuant la libération de NO par les cellules
endothéliales et augmentant la production de ROS (Kirchgessner et al., 1997). En outre, TNF-
o va entrainer I’inhibition de la transcription de I’expression du géne de la NOsynthase

conduisant a une moindre production de NO (Virdis et al., 2018).

IL-6 et CRP : L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire produite par plusieurs types cellulaires
(fibroblaste, cellule endothéliale, monocyte, adipocyte). La production d’IL-6 par le tissu
adipeux est augmentée en situation d’obésité (Bastard et al., 2002). IL-6 contrdle la production
de CRP (C-reactive protein ou protéine C-réactive)) au niveau hépatique, qui est aussi reconnu
comme un marqueur important du risque cardiovasculaire. IL-6 joue un role central dans
I’association entre 1’obésité, 1’inflammation et des maladies cardiovasculaires (Bastard et al.,

2006; Mathieu et al., 2009).

La CRP est une protéine synthétisée par le foie en réponse a des facteurs sécrétés par les

macrophages et les adipocytes, y compris I'lL-6. Il a ét¢ montré une association entre la
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circonférence de la taille et les niveaux de CRP. La CRP est le marqueur de l'inflammation
systémique le mieux caractérisé et bien standardisé¢, de nombreuses études soutiennent
I'hypothése selon laquelle la CRP contribue a augmenter le risque cardiovasculaire. La
littérature a ainsi établi le lien entre la CRP et l'inflammation chronique dans I'athérosclérose.
Les études qui se sont intéressées a la résistance a I’insuline et I’athérosclérose, ont montré que
la CRP était étroitement associée a 1’adiposité centrale et a la résistance a I’insuline, ainsi qu’a
la pression artérielle, au cholestérol LDL et aux TG. La CRP contribue aussi a la dysfonction
endothéliale (Pasceri et al., 2000). En effet, I’exposition des cellules endothéliales a la CRP
diminue la production de NO et la régulation de I’expression de la NOsynthase par une moindre
stabilit¢ de ’ARN (acide ribonucléique) messager de la NOsynthase. Bien que les résultats
cliniques soulignent la relation entre les niveaux de CRP et diverses caractéristiques du
syndrome métabolique, des études expérimentales visant a clarifier les sites spécifiques et les
modes moléculaires de 'action de la CRP in vivo sont toujours nécessaires (Roberts et al.,

2013).

La leptine : La leptine produit du géne ob, est impliquée dans la régulation neuroendocrine de
la satiété et la dépense énergétique. Elle participe au métabolisme avec différents effets :
stimulation de la lipolyse, inhibition de la lipogenése, amélioration de la sensibilité a I’insuline,
augmentation du métabolisme du glucose et stimulation de 1’oxydation des acides gras. Une
partie de ces effets passe par la régulation de I’axe hypothalamus-hypophyse-surrénales. De
plus, la leptine augmente la production des espéces oxygénées réactives qui générent un stress
oxydatif au niveau des cellules endothéliales (Bouloumie et al., 1999). Elle stimule la sécrétion
de cytokines proinflammatoires tels que le TNFa et I’'IL-6, qui favorisent une hypertension
artérielle et une dysfonction endothéliale (Bullo et al., 2003). Dans 1’obésité, il y a une
résistance a la leptine au niveau de 1’hypothalamus ce qui conduit a une inhibition de la

signalisation de la leptine (Ozcan et al., 2009). Cette inhibition entraine une diminution de la
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dépense énergétique associée a une augmentation de la prise de poids et ’accumulation de

lipides (Rosenbaum et al., 2008).

Adiponectine : 1.’adiponectine est la protéine la plus abondante sécrétée par le tissu adipeux.
Chez les rongeurs, l'administration d'adiponectine recombinante ou une surexpression
génétique conduit a une amélioration de la sensibilité a l'insuline et & une oxydation accrue des
acides gras dans le foie et les muscles squelettiques ; alors que la suppression génétique a été
associée a une intolérance au glucose et a une résistance a l'insuline. Une autre action importante
de I'adiponectine est liée a ses effets anti-inflammatoires. L’adiponectine est en outre capable
d’inhiber la signalisation du récepteur NF-Kb. Par ces actions sur I'endothélium, et
I’amélioration du métabolisme au niveau des tissus périphériques, 1’adiponectine joue un role

protecteur contre 'athérosclérose (Roberts et al., 2013).

Cet état métabolique inflammatoire chronique i€ a 1’obésité participe au développement d’une

insulinorésistance systémique (Figure 5).
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Figure 5. Lien entre 1’expression et la sécrétion des adipokines par le tissu adipeux et 1’insulino-

résistance chez des sujets obéses (Bastard, 2006).

Le stress oxydant est considéré comme un déséquilibre entre les concentrations
d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et les mécanismes de défense oxydative.
L’inflammation systémique contribue elle-méme a une majoration du stress oxydatif. L’obésité
sévere infantile est associée a une augmentation des marqueurs de stress oxydant évalués par le
malondialdéhyde (MDA) et des activités enzymatiques oxydatives, telles que la
my¢loperoxydase ou la superoxide dismutase (SOD) et les F2-isoprostanes, et des produits de
I’oxydation avancée des protéines (Codoner-Franch et al., 2012a; Keaney et al., 2003) (Keaney
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et al. 2003 ; Pilar Codofier-Franch et al. 2012). L’augmentation des niveaux de stress oxydant
va induire des effets métaboliques délétéres au niveau de la régulation des adypokines telles
que la leptine et ’adiponectine, ainsi qu’au niveau du statut inflammatoire (Araki et al., 2010;
Winer et al., 2006). La littérature rapporte également que le niveau de stress oxydatif est plus
¢levé chez les enfants obéses en fonction du degré de 1’insulino-résistance. Stress oxydant et
inflammation vont contribuer a la dysfonction endothéliale initiale (Figure 6) qui constitue une
¢tape précoce de 1’athérosclérose et qui participe de 1’exacerbation d’un niveau de risque

cardiovasculaire a 1’age adulte (Codofier-Franch et al., 2012b; Montero et al., 2012a).
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Figure 6. Contribution de I’inflammation et du stress oxydant a la dysfonction endothéliale

d’apres (Avogaro and de Kreutzenberg, 2005)
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1.3.3.2 Les complications cardiovasculaires

L’obésité est un facteur de risque majeur des complications et pathologies
cardiovasculaires (Freedman et al., 2007). L’obésité infantile n’est pas seulement un facteur de
risque cardiovasculaire a long terme, mais elle est associée a une véritable atteinte
cardiovasculaire qui débute dés I’enfance (Montero et al., 2012a). De nombreux d'enfants
ob¢ses font état d’une hypertension avec une résistance a l'insuline associée (Raghuveer, 2010
(Aatola et al., 2017; Flynn et al., 2017). Les mécanismes responsables sont difficiles a évaluer
et nécessitent plus de données issues d’études longitudinales avec la prise en compte du sexe,
du statut pubertaire et de la durée d’obésité. Selon le 4™ rapport sur le diagnostic, 1'évaluation
et le traitement de 1’hypertension artérielle chez les enfants et les adolescents, 1’hypertension
artérielle est diagnostiquée lorsque la PA systolique et / ou diastolique atteint une valeur au-
dessus du 95¢éme percentile pour I'dge et le sexe (National High Blood Pressure Education
Program Working Group on High Blood Pressure in Children and Adolescents, 2004; Wirix et

al., 2015).

Une pression artérielle élevée (PA) pendant I'enfance est associée a une augmentation
de la rigidité artérielle chez les adultes, variable prédictrice indépendante de la mortalité
cardiovasculaire ; d’ou l'importance du contrdle de la PA dans la prévention primaire des
maladies cardiovasculaires chez les enfants obéses (Aatola et al., 2017). La dysfonction
endothéliale, la résistance a I’insuline et la leptine, la rétention de sodium, ainsi que 1’é1évation
de I’activité sympathique conduisent & une augmentation de la rigidité artérielle (Rossi et al.,
2011b). Ceci a pour conséquence une augmentation des résistances vasculaires périphériques;

une augmentation de la PA et du débit cardiaque, ce qui va entrainer une augmentation du
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travail cardiaque et potenticllement une hypertrophie cardiaque, qui vont conduire a une

dysfonction cardiaque (Cote et al., 2013) (Figure 7).

| Obésité |
Dysfonction Reésistance Rétention

endothélale Insuline/leptine sodique TSNS

v ¢ ¢

| 1 rigidité artérielle |

U U

TSVR | AC 1 plaques TBP 1CO

1 travail |:> hypertrophie

cardiaque

g4

Dysfonction cardiaque

Figure 7. Mécanismes de dysfonction vasculaire liée a 1’obésité chez les enfants obéses.

Schéma adapté (Cote et al., 2015).
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2. Effets vasculaires de I’obésité

2.1 Qu’est-ce que la fonction vasculaire ?

La fonction vasculaire englobe la macrocirculation et la microcirculation qui sont
respectivement constituées par les artéres de conduit : élastiques (diamétre compris entre 1 et
2,5 cm) et musculaires (diamétre compris entre 3 mm et 1 cm), et I’ensemble des vaisseaux de
résistance parmi les artérioles, les veinules, les « shunts » artério-veineux et les capillaires
(diamétre des artérioles compris entre 100 pm et 300 um, et 100 um a 7 um au niveau distal)
(Rizzoni et al., 2017). L’ensemble constitue I’arbre artériel qui se compose d’arteres dont le
calibre décroit de 1’aorte jusqu’aux artérioles, et dont la constitution est variable selon ces
niveaux. La paroi artérielle est composée de structures histologiques de conduction et de
maintien de la pression sanguine qui décrivent trois tuniques concentriques, I’adventice, la

média et ’intima (Figure §).
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Figure 8. Différentes couches constitutives d’une artére.

Au niveau de I’intima, 1’endothélium occupe une position stratégique a I’interface entre
le sang et les tissus, en réagissant aux modifications physiques ainsi qu’aux métabolites et aux
hormones transportés par le sang et tout ce qui survient dans son environnement. L’endothélium
est a ’origine de la production de nombreuses substances vasoactives ; il joue donc un réle
majeur pour I’homéostasie vasculaire en maintenant en permanence un équilibre entre
vasoconstriction et vasodilatation au niveau microcirculatoire et macrocirculatoire, avec
différents mécanismes et voies de signalisation mis en jeu. En clinique les facteurs de
vasorelaxation peuvent étre explorés a partir des réponses observées lors de tests d’hypérémie
réactive (post occlusion ou en réponse a des substances vasoactives) ou de dérivés nitrés
(Cracowski and Roustit, 2016). Les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses

communiquent entre elles par I’intermédiaire de jonctions serrées.
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La cellule musculaire lisse de la média est essentielle au fonctionnement du réseau
vasculaire grice aux contractions et aux relaxations qui induisent des changements rapides du
diamétre artériel. Le tonus vasculaire est ainsi déterminé par la contractilité des cellules
musculaires lisses qui régulent ainsi le débit sanguin local et la pression artérielle moyenne. La
densité de I’innervation des cellules musculaires lisses (CML) est inversement corrélée a la
taille du vaisseau mais aussi a la résistance du vaisseau. Comme les petites artérioles pré-
capillaires sont les plus innervées, elles jouent un role fondamental au niveau de la résistance

vasculaire périphérique.

Les principales fonctions de la microcirculation sont de :

1) réguler la perfusion tissulaire, et les échanges avec la surface pour assurer la distribution

adéquate de nutriments, d’oxygéne et d’hormones

2) réguler la température cutanée

3) réguler et éviter de grandes fluctuations de la pression hydrostatique au niveau du capillaire

4) réguler les résistances vasculaires périphériques, et donc la pression sanguine (Bandini et al.,

2013; Levy et al., 2001a)

La microcirculation cutanée présente 1’avantage d’étre facilement accessible a
I’exploration de par sa situation superficielle, permettant d’étudier la fonction microcirculatoire
de fagon non invasive. La microcirculation cutanée refléterait 1’état de la circulation dans
d’autres lits vasculaire (Holowatz et al., 2008; Humeau-Heurtier et al., 2013). Seuls le derme et
I’hypoderme sont richement vascularisées La microcirculation cutanée est organisée comme

deux plexus horizontaux supérieur et inférieur distincts, qui sont formés par les artérioles et les
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veinules. Le premier plexus se situe environ entre 1 a 1,5 mm en dessous de la peau, et I'autre
est situé au niveau de la jonction sous cutanée du derme. Les deux plexus sont interconnectés
par les artérioles et les veinules. Le plexus supérieur, a partir duquel apparaissent les boucles
capillaires nutritives, est situé¢ dans le derme papillaire Quant au plexus inférieur, il est formé
par des vaisseaux qui perforent le derme des muscles sous-jacents et de la graisse sous-cutanée.
(Braverman, 2000). Les anastomoses artério-veineuses sont fréquentes dans le derme surtout
dans la peau épaisse. Elles ont I’aspect d’un canal tortueux unissant I’artériole a la veinule et
faisant communiquer les plexus profonds et superficiels. Ces anastomoses artério-veineuses
constituent un court-circuit possible permettant la variation du débit sanguin et participant a la

régulation thermique (Figure 9).

Figure 9. Organisation de la microcirculation cutanée

E, épiderme ; A, artériole ; V, veinule ; F, graisse sous-cutanée

2.2 Régulation du tonus vasculaire

La vasomotricité est principalement régulée par I’endothélium sensible a de nombreux stimuli

mécaniques (forces de cisaillements et pression artérielle) et/ou chimiques (acétylcholine,
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angiotensine II, noradrénaline, ATP...). L’endothélium stimulé libére de nombreuses
substances qui diffusent a la fois dans le sang et au niveau des cellules musculaires lisses pour

provoquer une vasoconstriction ou une vasorelaxation.

Au repos, on observe un équilibre entre la vasoconstriction et la vasodilatation. La
prépondérance de tel ou tel facteur vasorelaxant ou vasoconstrictant est dépendant du calibre
artériel (Garland et al., 2017). L’ensemble de ces facteurs présente une redondance. Ainsi, dans

le cas d’une dysfonction, des mécanismes de compensation peuvent s’installer.

2.2.1 Facteurs de vasoconstriction

A D’instar des cellules du muscle strié squelettique, 1’état de contraction des cellules musculaires
lisses vasculaires dépend de la concentration en Ca?" cytosolique et de la sensibilité de
I’appareil contractile au calcium. Lorsque les agents vasoconstricteurs tels que les endothélines
de type 1, ’angiotensine de type 2, la norépinéphrine (alpha adrénergique), I’épinéphrine (alpha
1, Béta 1 et 2 adrénergiques), la phéniléphrine (alpha 2 adrénergique) stimulent leurs récepteurs
vasculaires, I’activité de la phospholipase C augmente, entrainant la scission du phosphatidyl
inositol en IP3 (inositol triphosphate) et DAG (1,2 diacylglycerol). La fixation du premier
messager IP3 sur ses récepteurs, induit I’activation des canaux calciques des citernes du
réticulum endoplasmique, provoquant la sortie du calcium de ces réserves et par conséquence
une augmentation de la concentration cytosolique en Ca”*. Egalement, les récepteurs stimulés
par le messager IP3 agiraient spécifiquement sur des canaux Calcium de la membrane
plasmique, permettant ainsi d’augmenter I’entrée du Ca?" extracellulaire (Taylor and Prole,
2012) Les prostanoides qui sont des eicosanoides synthétisés a partir des cyclo-oxygénases

(COX) participent également de 1’homéostasie vasculaire ; parmi eux, les prostaglandines
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(PGE2) et la Thromboxane 2 (TxA2) jouent un rdle important pour le tonus vasculaire grace a
leurs actions au niveau de 1’agrégation plaquettaire et de la vasoconstriction (Chen, 2018).
Enfin, les radicaux libres de I’oxygéne dont certaines especes réactives d’oxygene peuvent étre
produites par différentes enzymes telles que la eNOS, la xanthine oxydase, la NADPH oxydase,
les COXs vont également impacter le tonus vasculaire (Vanhoutte, 2001; Zalba et al., 2000).
L’interaction des espéces réactives de I’oxygene avec le NO conduit a une diminution des effets
vasdilatateurs du NO via la formation de peroxynitrites (Macarthur et al., 2008; Rubanyi and

Vanhoutte, 1986) et une perte de sa biodisponibilité (Kojda and Harrison, 1999)

2.2.2 Facteurs de vasodilatation

Les propriétés vasorelaxantes des vaisseaux artériels sont régulées principalement par trois
voies : monoxyde d’azote (NO), prostacycline (PGIl2) et facteur hyperpolarisant (EDHF)

(Figure 10).
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Figure 10. Facteurs de vasorelaxation dépendants de 1’endothélium.

SR, réticulum endoplasmique ; NOS, NO synthase ; NO, monoxyde d’azote ; L-Arg, L-
arginine ; cGMP, GMP cyclique ; EDHF, facteur hyperpolarisant dépendant de I’endothélium ;
P-450, cytochrome P-450 ; PGI2, prostaglandines ; cAMP, AMP cyclique. D’aprés (Furchgott
and Vanhoutte, 1989a)

Le monoxyde d’azote (NO) est un vasodilatateur bien identifié¢ et caractéris¢ (Furchgott and
Vanhoutte, 1989b). Le NO est produit a partir de la L-arginine sous 1’action de la NO synthase;
cette synthése nécessite de 1‘oxygéne, du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) et trois cofacteurs : la tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine adénine dinucléotide
(FAD) et la flavine mononucléotide (FMN) (Sakuma et al., 1988; Schmidt et al., 1988). En tant

que molécule de signalisation hydrosoluble, le NO diffuse d’une part, vers le pole basal de
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I’endothélium, ou il provoque une relaxation des CML grace a ’augmentation du taux
intracellulaire de GMP cyclique (GMPc) et la diminution de la concentration de calcium
cytosolique qui en découle ; et d’autre part, vers la lumiére vasculaire ou il exerce un réle

antiagrégant et anti-adhérant sur les plaquettes circulantes (Golbidi and Laher, 2013).

La prostacycline (PGI2) synthétisée par la cyclo-oxygénase a partir de I’acide arachidonique est
le deuxieme vasodilatateur d’origine endothéliale identifié. Intimement liée au NO, I’action
vasodilatatrice de cette prostaglandine s’opére par une élévation du taux intracellulaire de
d’ AMP cyclique (AMPc) et par inhibition de la phosphodiestérase, au niveau des CML (Delpy
et al., 1996). Il est toutefois bien établi que la relaxation endothélium dépendante est moins li¢e
a I’expression de la PGI2 que celle du NO qui est beaucoup plus importante (Corretti, 2004;

Vanhoutte, 1998).

Enfin, le facteur hyperpolarisant (EDHF, endothelium-derived hyperpolarization factor) dont
la nature chimique n’est que partiellement connue, contribue a la vasodilatation endothélium
dépendante essentiellement dans les vaisseaux de résistances. Parmi les candidats EDHF, les
acides époxyeicosatriénoiques qui sont des métabolites formés a partir de I’acide arachidonique
par I’action du cytochrome P450 (Medow et al., 2007; Roustit and Cracowski, 2012) pourraient
jouer un role prépondérant. L’EDHF agit en activant 1’ouverture des canaux potassiques des

CML entrainant ainsi leur hyperpolarisation et leur relaxation (Garland et al., 2011).

Méme si les trois facteurs de vasodilatation contribuent a la relaxation du muscle lisse dans les
artéres de gros calibre, le médiateur responsable de la vasodilatation dans ces artéres est le NO,

comme cela a été observé dans les populations saines (Roca et al., 2018).

58



Revue de littérature

2.3 Effets de I’obésité infantile sur la fonction vasculaire

L’accumulation excessive de graisses dans le tissu adipeux et d’autres organes (i.e graisse
ectopique) chez les enfants et adolescents obéses, est souvent accompagnée d’une ¢lévation du
niveau d’insuline, des lipides plasmatiques circulants, de la pression sanguine et de facteurs
pro-inflammatoires, qui prédisposent au développement de 1’athérosclérose (Carrillo et al.,
2013; Lee and Lee, 2014; Ribeiro et al., 2005; Singh et al, 2015b). Des études
épidémiologiques rapportent que le processus d’athérosclérose induit par 1’obésité peut
commencer dés 1’enfance (Serdula et al., 1993). Ces altérations vasculaires peuvent entrainer
une réduction de la compliance artérielle, qui peut a terme, favoriser I’hypertension artérielle
(Prochotska et al., 2016a; Tounian et al., 2001a). Il y a donc un véritable intérét d’aller (i)
observer les éventuelles modifications structurales et fonctionnelles au niveau artériel grace a
des outils et des méthodes cliniques et (ii) étudier leurs relations avec des facteurs de risques
cardiovasculaires, afin d’améliorer les diagnostics et les prises en charges thérapeutiques

nécessaires des enfants obeéses.

Les atteintes artérielles décrites chez les enfants obéses se situent a trois niveaux, avec des
altérations de la morphologie artérielle (a), de la biomécanique artérielle b) et des anomalies

fonctionnelles au niveau de la macro et microcirculation (c).

2.3.1 Remodelage artériel

Le remodelage artériel concerne les changements de diamétre et d’épaisseur intima-
média (EIM) de I’artere. Ce remodelage est principalement étudi¢ au niveau de 1’artére carotide
commune. Les études chez les enfants obéses rapportent un diametre (Tounian et al., 2001a),
une rigidité artérielle ainsi qu'une épaisseur de I’intima-media supérieurs au niveau carotidien

en comparaison avec les enfants normo-pondérés de méme age (Aggoun et al., 2008a; Al-
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Shorman et al., 2018; Montero et al., 2013; Reinehr et al., 2016; Tounian et al., 2001a; Urbina
et al., 2009). Ces changements au niveau de la structure des vaisseaux sont liés a des facteurs
de risques cardiovasculaires connus de 1’obésité ; particulicrement, I’hypertension artérielle,
I’inflammation chronique, ainsi qu'une altération du métabolisme glucidique (Meyer, 2006 ;

Reinehr, 2006 ; Montero, 2012).

Outre I’association démontrée entre le développement de 1’adiposité pendant 1’enfance et des
valeurs d’EIMc a I’age adulte (Li, 2003), des études rapportent également que des valeurs
¢levées de pression sanguine (Juhola et al., 2013), de cholestérol total (Davis et al., 2001),
d'IMC élevé et LDL cholestérol (Juonala et al., 2013) pendant I’enfance sont associées a une
augmentation de ’EIMc a I’age adulte (Dwyer et al., 2013). L’EIMc est considéré comme un
marqueur de l'athérosclérose et un prédicteur de morbi-mortalité cardiovasculaire a 1'age adulte

(Skilton et al., 2017).

La mesure de I’EIMc présente donc un véritable intérét pour la prévention primaire et pour
servir d’indicateur précoce d’un développement de l'athérosclérose chez les jeunes obéses
(Dwyer et al., 2013). Les valeurs supérieures d’EIMc chez les enfants obéses ont été associées
a des valeurs supérieures d’IMC (Meyer et al., 2006; Reinehr et al., 2006; Urbina et al., 2009),
d’adiposité (Reinehr et al., 2006; Urbina et al., 2009), de pression artérielle systolique (Doyon
et al., 2013) .ainsi que d’inflammation (Aggoun et al., 2005; Urbina et al., 2009). Cette
augmentation d’EIMc concerne les enfants obéses quel que soit leur stade pubertaire (Woo et
al., 2004). 11 est intéressant de constater que les corrélations entre I’EIMc et 1’adiposité
persistent apres I’ajustement des facteurs de risque cardiovasculaire classiques (Urbina et al.,

2009).

Ces augmentations de EIMc et de diamétre artériel chez les enfants obeses correspondent a un

processus de remodelage de la paroi artérielle en réponse a 1’augmentation de la tension
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pariétale (Aggoun et al., 2008a). La mesure de I’EIM relative (EIM/diamétre diastolique)
pourtant intéressante car elle permet une meilleure compréhension du processus de remodelage

n’est que rarement rapportée.

Certains marqueurs inflammatoires (fibrinogéne, PAI-1) en concentration élevée chez les
enfants obéses sont corrélés a 1’augmentation de I’EIMc. Ils pourraient participer a ce
remodelage artériel en provoquant la prolifération des CML (Csongradi et al., 2017; Masquio

etal., 2013).

2.3.2 Fonction artérielle

La compliance (ou rigidité) artérielle renseigne sur les propriétés mécaniques de la

paroi. La compliance renseigne sur 1’¢lasticité artérielle.

Dés D’enfance, ’obésité favorise un développement précoce et délétére des processus
d’athérosclérose (Bass and Eneli, 2015; Clough and Norman, 2011), avec I’apparition précoce
de phénomenes de rigidité artérielle. En effet, la compliance artérielle est diminuée chez les
enfants obeses en relation avec I'IMC et I’hypertension (Aggoun et al., 2008a; [annuzzi et al.,

2004; Nufiez et al., 2010).

Récemment, Prochotska et al. (Prochotska et al., 2016b) ont rapporté une augmentation
proportionnelle de la rigidité artérielle en fonction de I'IMC avec les valeurs les plus élevées
chez les adolescents (entre 12 et 17 ans) en obésité sévére (IMC zscore > 3,5). Un score
composite de syndrome métabolique (incluant IMC Z score, pression artérielle moyenne, Z
scores pour HDL cholesterol, triglycérides, et glycémie) était un meilleur prédicteur de la

rigidité artérielle que le seul IMC.
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2.3.2.1 Vasoréactivité des arteres de conduit

L’exploration de la vasoréactivité des artéres de conduit peut se faire de fagon non-
invasive par le test d’hyperémie post-ischémique (en anglais Flow mediated dilation, FMD) et
le test de contre-épreuve aux dérivés nitrés (DN). Ces différentes techniques seront décrites

dans la partie méthodologie.

Selon la littérature, la fonction vasculaire (endothéliale et musculaire lisse) chez les enfants
obéses est soit altérée soit préservée. De nombreuses études ont démontré une altération de la
fonction endothéliale avec une diminution du FMD (Aggoun et al., 2008a; Ciccone et al., 2011;
Tounian et al., 2001a; Zocalo et al., 2017a). Cette dysfonction concerne les enfants obéses quel
que soit leur stade pubertaire (Chatrath et al., 2003). Une altération de la voie du NO explique
cette dysfonction (Bruyndonckx et al., 2016; Gruber et al., 2008). Gruber et al (2008) ont
rapporté des niveaux de COX, citrulline et métabolites du NO (nitrite et nitrate) inférieurs avec
un taux d’arginine identique chez les enfants obéses par rapport aux enfants. Cette dysfonction
vasculaire est associée ou non a une altération de la fonction du muscle lisse vasculaire (
Montero et al. 2014; Ostrem, 2015). D’autres études ont rapporté au contraire une préservation
de la fonction endothéliale malgré la présence de facteurs de risques cardiovasculaires
(Charakida et al. 2012 ; Montero et 2014). L hypothése avancée serait que la fonction
endothéliale s’adapterait aux conséquences hémodynamiques de I’adiposité contrecarrant ainsi
les effets déléteres de 1’obésité sur la fonction vasculaire. Les auteurs s’accordent a dire que
cette adaptation serait transitoire avant une rupture de ce phénomeéne de compensation et

I’installation d’une dysfonction (Charakida et al. 2012 ; Montero et 2014, Ryder et al. 2016).-
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Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces différences de résultat sur la fonction endothéliale chez

les enfants obeses :

La prise en compte ou non du statut pubertaire. En effet, la maturité sexuelle engendre des
changements hormonaux et physiologiques dynamiques qui peuvent en partie expliquer les
divergences de résultat (Montero et al., 2012b). Pour autant, la fonction endothéliale préservée
a été rapportée aussi bien chez des enfants obéses prépuberes (Charakida et al., 2012a) que
pubeéres (Montero et al., 2014a). Il en est de méme pour la dysfonction retrouvée aussi bien chez

des prépubéres (Karpoff et al., 2009a) que des pubéres (Zocalo et al., 2017a).

Le degré de sévérité et la durée d’obésité sont également des parameétres a prendre en compte
(Atkinson et al., 2015; Charakida et al., 2012a; Montero et al., 2012b; Ostrem et al., 2015). Les
résultats généralement rapportés sous forme de moyenne ne permettent pas de spécifier les

variations individuelles.

L’insuline a un effet direct sur la fonction endothéliale en stimulant la production de NO via la
voie PI-3 kinase/Akt. Ainsi le niveau d’insulino-résistance (variable selon le stade pubertaire)
(Brandou et al., 2005b) est un paramétre important pour appréhender la fonction endothéliale.
Pour autant, une étude chez ’enfant a montré 1’absence de relation entre le niveau d’IR et la
dysfonction endothéliale (Karpoff et al., 2009a) alors que deux autres études montrent une

relation entre ces deux paramétres (Brar et al., 2017; Bruyndonckx et al., 2016).

Le statut inflammatoire (variable selon le stade pubertaire) (Montero et al., 2012c) joue un role
clé dans la dysfonction endothéliale des enfants obéses (Agarwal et al., 2013; Singh et al.,
2017). La masse grasse notamment viscérale est reconnue comme un siege de la production

molécules pro-inflammatoires telles que les adipocytokines (Figure 11).
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Le statut pro-oxydant (variable selon le stade pubertaire, Montero 2012) joue aussi un role clé
dans la dysfonction endothéliale des enfants obéses. Peu d’études chez I’enfant obése se sont
intéressées a cette relation (Codofier-Franch et al., 2012c; Montero et al., 2014a). Pour exemple,
Kelidashi et al (2008) ont rapporté une corrélation négative entre la vasorelaxation
endothélium-dépendante au niveau de 1’artére brachiale et les taux de malondialdhyde et les

LDL-oxydés chez des adolescents obéses.

Enfin, des différences au niveau des méthodologies d’évaluation utilisées telles que la durée
d’occlusion, le site d’occlusion (Green), I’indexation ou non au shear rate (Carter et al., 2013;
Thijssen et al., 2011a) et la présence ou 1’absence de contre-épreuve aux dérivés nitrés peuvent

¢galement expliquer la divergence des résultats.
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Figure 11. Schéma de Montero, 2011. Relation entre inflammation de bas bruit, stress oxydant
et dysfonction endothéliale chez les enfants obéses.

Les altérations de certaines adipokines pro-inflammatoires en interaction avec des réactifs
menent a la dysfonction endothéliale directement ou indirectement en favorisant une insulino-
résistance. La dysfonction endothéliale peut également résulter d’un stress oxydatif accru,
réduisant la biodisponibilité¢ du NO, bien que cela n’ait pas ét¢ démontré spécifiquement dans

la population obése infantile. CAT, catalase; CG, carbonyl group; GPx, glutathione peroxidase.

2.3.2.2 Vasoréactivité au niveau microcirculatoire

La fonction microvasculaire chez ’homme ainsi que les mécanismes physiologiques
spécifiques de la microcirculation peuvent étre évalués au niveau de la peau, en mesurant les

réponses vasculaires a divers stimuli pharmacologiques (par iontophorése d’agents vasoactifs)
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ou physiques (hyperthermie, test d’hyperémie réactive, en anglais Post-occlusive reactive

hyperemia PORH). Ces différentes techniques seront décrites dans la partie méthodologie.

D’apres la littérature émergente, les dysfonctions au niveau microcirculatoire contribueraient
au développement des maladies cardiométaboliques (Wiernsperger and Rapin, 2012). Les
territoires microcirculatoires peuvent étre largement et précocement altérés (Pinkney et al.,
1997). Ainsi, la dysfonction endothéliale au niveau microcirculatoire, un remodelage structural
de vaisseaux, et la diminution de la perfusion sanguine due a un phénomeéne de raréfaction des
microvaisseaux précédent 1’apparition d’une hypertension artérielle (Levy et al., 2001b), de
I’artérosclérose (Davignon and Ganz, 2004), ou encore I’insulino-résistance (Serné et al.,

2007).

Le retentissement de 1’obésité infantile sur la microcirculation reste relativement peu étudié
avec des résultats divergents (Chin et al., 1999a; Monostori et al., 2010a; Montero et al., 2014a;

Patik et al., 2016; Schlager et al., 2011a).

Certaines études ont rapporté que les enfants obéses présentent des altérations de la fonction
microvasculaire comparés avec des sujets normo-pondérés de méme age (Bhattacharjee et al.,
2010a; Chin et al., 1999a; Schlager et al., 2011a). Les anomalies vasculaires observées chez les
enfants obéses peuvent étre attribuées a une diminution de la capacité de vasoconstriction des
artérioles. Ceci aurait pour conséquence une perte d’intégrité du systéme vasculaire qui ne
permettrait plus de répondre de maniére adéquate aux stimuli vasculaires. L’identification
d’une dysfonction endothéliale précoce laisse suggérer que ces processus homéostatiques sont
altérés, et pourraient favoriser le risque de processus athérosclérotiques précoces émergeant dés
I’enfance (Bhattacharjee et al., 2010a; Schlager et al., 2011a). D’autres études concluent que
les réponses de la microcirculation cutanée observées chez les enfants obéses seraient

principalement des réponses compensatoires physiologiques, allant jusqu’a masquer une
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altération de la vasorelaxation endothélium indépendante au niveau des cellules musculaires
lisses vasculaires ; il ne s’agirait donc pas de réponses inhérentes a un état pathologique (Chin
et al. 1999; Montero et al. 2014). Les mécanismes biologiques en question impliquent
principalement les prostaglandines et/ou le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium
(EDHF), qui vont agir de facon compensatoire (Roustit and Cracowski, 2013a) afin de
maintenir, de fagon transitoire, une fonction endothéliale préservée (Montero et al., 2014a) et

assurer un rendement microvasculaire qui semblera tout a fait normal.

Les résultats contrastés rapportés sur la microcirculation chez les enfants obeses,
peuvent s’expliquer, a Dinstar des résultats issus d’évaluations réalisées au niveau
macrovasculaire, par la variété des techniques utilisées, mais aussi, par le phénomeéne de
maturation pendant la phase pubertaire. Cette phase pubertaire est susceptible de modifier
I'homéostasie métabolique et vasculaire, favorisant des processus d’angiogenése, ainsi que des
états pro-inflammatoire et pro-oxydant (Montero et al., 2012b). D'autres études sont nécessaires
afin de mieux comprendre ces phénoménes et afin d’élucider la progression du

dysfonctionnement microvasculaire de 1’enfance a I’age adulte.

2.3.2.3 Effets vasculaires de ’insuline

La littérature a mis en évidence le role de 1’insuline dans la vasodilatation microvasculaire
et le recrutement capillaire au niveau du muscle squelettique, permettant ainsi de rediriger
efficacement le flux sanguin (Barrett and Liu, 2013). En I'absence d'une augmentation
importante de débit sanguin, l'insuline va rediriger le flux sanguin des microvaisseaux non
nutritifs vers les microvaisseaux nutritifs. Ce phénomeéne a pour conséquence une augmentation
nette du nombre total de réseaux capillaires nutritifs perfusés et une augmentation subséquente
de la disponibilité¢ en insuline et en glucose. Il a ét¢ démontré que ce processus dépend de

I’endothélium par le biais de la phosphorylation de la eNOS, indépendante du calcium, induite
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par la voie PI3-K / Akt induisant la production d’oxyde nitrique (NO) et la vasodilatation. La
littérature a également démontré que l'insuline a des effets vasoconstricteurs du fait de la

production d'endothéline-1 via Ras / MAPK (Karaca et al., 2014).

Une augmentation des résistances vasculaires périphériques ainsi qu'une diminution de
'absorption de glucose stimulée par l'insuline dans les cellules cibles ont déja été rapportées
dans le cas de dysfonctions au niveau microvasculaire (Clark, 2008). Cette résistance
métabolique a l'insuline est couplée fonctionnellement a une résistance vasculaire a l'insuline
via des voies de signalisation communes a l'insuline, dans l'endothélium et le muscle
squelettique. Par ailleurs, une altération des effets vasodilatateurs locaux de 1'insuline aussi liée

au statut inflammatoire a été démontrée chez les sujets MetS (Vinet et al., 2015).

2.4 Obésité, déficience en vitamine D, et fonction vasculaire

2.4.1 La vitamine D

La carence en vitamine D est un probléme de santé mondiale (Holick, 2017). En France,
L’Etude Nationale Nutrition Santé 2006-2007 (ENNS) a mis en évidence que 80% de la

population frangaise présenterait une insuffisance en vitamine D (Castetbon et al., 2009).

La vitamine D est apportée de fagon exogene par I’alimentation, mais c’est bien 1’exposition au
soleil qui offre de manicre essentielle les conditions idéales a sa synthése. Le role de la vitamine

D pour le maintien de la sant¢ osseuse est bien connu.

Plus récemment, les études se sont intéressées aux effets extra-phospho-calciques de la vitamine

D. La littérature démontre que la vitamine D est impliquée dans la régulation et I’expression
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de nombreux génes impliquées dans des cibles organiques différentes (Wacker and Holick,

2013a).

2.4.1.1 Origine et métabolisme de la vitamine D

La vitamine D est une vitamine liposoluble faisant partie de la famille des sécostéroides qui
doit étre considérée comme une prohormone. Sa présence dans I’organisme existe sous deux
formes toutes deux liposolubles qui vont subir une conversion pour donner naissance a un
métabolite actif principal : la 1,25-dihydroxyvitamine D également appelée calcitriol. D’origine
exogene, la Vitamine D2 ou ergocalciférol est la forme végétale de la vitamine D. On la retrouve
dans les aliments tels que les levures, les champignons et les céréales, et d’autres végétaux,
mais en faible quantité. Sous 1’action des UV, la provitamine D qui est un précurseur de la
vitamine D également connu sous le nom ergostérol, va subir une isomérisation sous I’effet de
la température qui aboutit a la formation d’ergocalciférol. La Vitamine D3 ou cholécalciférol a
quant a elle deux origines distinctes (Figure 12) : (1) Une premiére origine endogéne, via la
biosynthése de la vitamine D par la peau (couche profonde de 1’épiderme) a partir du 7-
déhydrocholestérol ou pro-vitamine D3 (7-DHC). Le 7-DHC est un intermédiaire de synthése
du cholestérol, présent dans les membranes des cellules du derme et de 1’épiderme, sous ’effet
des rayonnements UVB. Le 7-DHC est alors converti en pré-vitamine D3 avant de subir une

isomérisation thermique qui conduit a la formation de cholécalciférol ou vitamine D3.
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Vitamine D2 Vitamine D3 Calcitriol (1,25(OH),D)

Figure 12. Formes de vitamine D alimentaire (D2 et D3) et leur métabolite actif (calcitriol)

(Anses, rapport d’expertise collective sur la vitamine D, 2016).
(2) Une seconde origine est I’alimentation, avec peu d’aliments contributeurs (Tableau n°1).
On distingue les aliments riches en vitamine D3 comme les poissons gras (foie de morue,
hareng, sardine, saumon, anchois, maquereau...) et les aliments enrichis (produits laitiers et
huiles) et dans une moindre mesure les ceufs et les abats ; ainsi que des aliments riches en

vitamine D2 qu’on retrouve essentiellement dans les champignons.

Tableau 1. Teneur en vitamine D pour 100 g d’aliment (Table du CIQUAL 2012)

) Teneur en vitamine D
Aliments

Hg Ul

Huile de foie de morue 250 10000

Foie de morue 54 2160
Hareng fumé 22 880
Sardines conserve 11 440
Saumon cuit 9 360
Champignons 3,8 150
Beurre 1 40

La vitamine D (D2 ou D3) est transportée dans le sang par une protéine de transport, la
Vitamin D-Binding Protein (DBP), jusqu’au niveau hépatique ou elle est hydroxylée

(cytochrome P450 27B1) sur le carbone 25 pour former la 25-hydroxyvitamine D [25(OH)D]
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ou calcidiol, forme de stockage (Schuster, 2011). La 25(OH)D posséde une demi-vie
relativement longue (3 a 4 semaines), avec des concentrations plasmatiques moyennes
comprises entre 20 et 50 ng/ml (25 a 125 nmol/L). Par la suite, la 25(OH)D est soit excrétée a
nouveau dans la circulation sanguine, soit transloquée a la mitochondrie pour subir une
hydroxylation via une enzyme 1-alpha hydroxylase. Cette seconde hydroxylation aboutit a la
synthése du 1,25-dihydroxyvitamine D (1,25(OH)2D) ou calcitriol, considéré comme la
principale forme active de la vitamine D (Dusso et al., 2005). Cette seconde étape signe la
formation de 1,25-dihydroxyvitamin D [1,25-(OH)2D] a partir de la 25-hydroxyvitamin D, qui
correspond a la bioactivation de la VD qui apparait principalement au niveau rénal, sous
certaines conditions physiologiques (Fraser and Kodicek, 1970). Partant de cette origine rénale,
le calcitriol va agir a distance et notamment au niveau de la cellule intestinale ou il favorise

I’absorption active intestinale du calcium (Holick, 2011) (Figure 13).
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Figure 13. Métabolisme de la vitamine D.
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2.4.1.2 Déterminants du statut en vitamine D

Sous D’effet d’une exposition au soleil et de ses rayonnements ultraviolets B (UVB),
le 7-déshydrocholestérol est converti en vitamine D3 dans la peau. Ce mécanisme de syntheése
endogeéne qui se déroule au niveau de 1’épiderme aprés une exposition aux rayonnements
ultraviolets B (UVB) constitue la principale source de vitamine D3. Toutefois, une variété de
facteurs tels que 1'heure de la journée, la saison de l'année, la latitude, le vieillissement,
l'utilisation de crémes solaires, degré de pigmentation de la peau ainsi que des facteurs
génétiques (Bouillon, 2010) peuvent réduire de maniére considérable la production cutanée de

vitamine D3 (Holick et al., 2007) (Figure 14).
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' .
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&

1 Risques de maladies cardiovasculaires

Figure 14. Déterminants du statut en vitamine D. Schéma adapté de (Gangloff et al., 2016).
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Idéalement, I’énergie fournie par les rayons UVB permet la transformation du 7-
déshydrocholestérol en pré- vitamine D3, elle-méme rapidement convertie sous ’effet de la

chaleur en vitamine D3, pour étre finalement libérée dans la circulation sanguine.

11 a longtemps été admis que la vitamine D était absorbée par un mécanisme de diffusion
passive. Récemment, les études de Goncalves et al (Goncalves et al., 2011, 2013, 2015) ont
démontré que les mécanismes d’absorption intestinale impliquaient des transporteurs
membranaires du cholestérol tels que SR-BI, CD36 et NPC1-L1 et que des molécules présentes
dans notre alimentation (phytostérols) et pharmaceutiques utilisées pour inhiber 1’absorption du
cholestérol (e.i: Ezétimibe — Ezetrol®) pouvaient également diminuer 1’absorption de la

vitamine D (Reboul et al., 2011).

2.4.1.3 Apports recommandés en vitamine D

En France et selon 1’agence de sécurité sanitaire (Anses, 2016), 1’estimation des besoins en
vitamine D a été réalisée a partir des apports quotidiens minimaux de vitamine D nécessaires a
la prévention ou la correction d’une carence clinique et/ou biologique en vitamine D chez

'enfant et 'adulte, soit 10 & 15 ug (400-600 UI) par jour (Tableau 2).
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2
Tableau 2. Bilan des références nutritionnelles pour la vitamine D (ug/j) (1 ug = 40 Ul)
(Tableau de I’Anses, 2016)
Afssa D-A-CH EFSA8 IOM NHMRC NCM OMS
(2001) (2015) (2011) | (2008) | (2014) (2004)
Hommes

age 19-74 +de 19 +de 19 19-50 18-75 19-50
51-70 51-65

BNM ND ND - 10 ND 7,5 ND

Référence o* 20" en 15* 15 B> 10 5*

populationnelle | 10* en cas de 10* 10*

cas de non
non exposition
exposition
Femmes
age 19-74 +de 19 +de 19 19-50 18-75 19-50
51-70

BNM ND ND - 10 ND oL ND

Référence 5* 20* en 15* 15 5 10 5*

populationnelle | 10* en cas de 10* 10*

cas de non
non exposition
exposition

BNM, besoin nutritionnel moyen ; D-A-CH, pays germanophones : Allemagne — Autriche —
Suisse ; EFSA, Autorite Européenne de Sécurité Alimentaire ; NCM, Conseil des ministres
nordique ; NHMRC, Conseil national australien de la recherche médicale et de la santé -
ministere de la Santé de la Nouvelle-Zélande ; IOM, Institut de Médecine ; OMC,
Organisation Mondiale de la Santé. Source Anses, rapport d expertise collective (2016).

2.4.1.4 Evaluation du statut en vitamine D

La concentration en 25-hydroxyvitamine D 25(OH)D est le marqueur biologique du statut en
vitamine D utilisé, qui constitue la forme de réserve. Bien que le seuil biologique correspondant
a une carence ait été¢ fixé a 30 nmol/L (Anses, 2016), il n’existe pas de consensus reposant sur
des valeurs de référence de la concentration en vitamine D permettant d’identifier, de fagon
claire et définitive, une carence, une insuffisance et un taux optimal a atteindre (HAS, 2013).
De nombreux auteurs et sociétés savantes considérent qu’un taux de 75 nmol/L est la
concentration plasmatique de 25(OH)D a atteindre (Benhamou, 2008; Dawson-Hughes, 2013;
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Hanley et al., 2010; Holick et al., 2011), ; cette valeur est retenue par plusieurs sociétés savantes
(tableau n°3). Si le dosage sérique du taux de 25(OH)D) est recommandé pour évaluer le statut
de vitamine D chez les patients qui présentent un risque de carence en vitamine D tels que les
enfants obéses (Holick et al., 2011), d’autres paramétres d’intérét vont influencer directement
ou indirectement le statut en vitamine D. L'hormone parathyroidienne (PTH), 1'absorption de
calcium ou encore la densité minérale osseuse, sont des marqueurs spécifiques qui permettent

d’apprécier si les taux circulants de 25(OH)D sont satisfaisants.

La normalisation de la PTH en fonction du statut en 25(OH)D implique indirectement que ces
valeurs peuvent étre proposées pour définir la carence et l'insuffisance en vitamine D, mais
aussi afin d’orienter les décisions en matiére de traitement (Holick et al., 2011). Lorsque la
synthése de 1,25 (OH) 2D est bien régulée, la synthése et la sécrétion de PTH au niveau des
glandes parathyroides diminuent (Wacker and Holick, 2013b). Les études rapportent que les
statuts non adéquats de 25(OH)D chez les personnes obéses sont associés a des niveaux plus
¢levés de PTH dans le sérum sanguin, et certaines ¢tudes postulent pour considérer la PTH
comme un prédicteur indépendant de I’obésité (Kamycheva et al., 2007). Plusieurs mécanismes
peuvent expliquer I’élévation des valeurs sanguines de PTH chez des personnes en surpoids ou
obéses. La PTH stimule au niveau rénal I’hydroxylation de 25(OH)D en sa forme active,
1,25(OH)2D, qui a son tour ¢léve l'afflux de calcium dans les adipocytes (Portale and Miller,
2000; Reinehr et al., 2007). D’autres études qui se sont intéressés a la fonction musculaire ont
rapporté que des taux de 25(OH)D égal ou supérieur a 30 ng / mL sont jugés satisfaisants pour
une bonne santé et pour avoir des effets musculo-squelettique positifs (Fischer et al., 2008;

Holick, 2017; Valcour et al., 2012).
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Tableau 3. Statut en vitamine D en fonction des niveaux plasmatiques de 25(OH)D d’apreés
un consensus de sociétés savantes
(Saggese et al., 2018)

Définition du statut en vitamine D en accord avec les sociétés savantes (exprimé en ng/L et nmol/L)

Source/organisation Année Carence en vitamine D Insuffisance en vitamine D Valeurs cibles optimales en vitamine D
. o <12ng/ml 12-20 ng/ml >20ng/ml
Institut de Médecine 2011 <30 nmol/ml 30-50 nmol/ml >50 nmol/ml
i . . <20 ng/ml 21-29 ng/ml >30ng/ml
La Société d EndocnnOIOgle 2011 <50 nmol/ml 52,5-72,5 nmol/ml >75 nmol/ml
s . R <20ng/ml >20ng/ml
Société Frangaise de Pédiatrie 2012 < 50 nmolinl - > 50 nmoliml
<20 ng/ml 21-29 ng/ml >30ng/ml
Europe Centrale 2013 <50 nmol/ml 52,5-72,5 nmol/ml >75 nmol/ml
Société pour la médecine et 2013 <20 ng/ml 21-29 ng/ml >30ng/ml
la santé des adolescents <50 nmol/ml 52,5-72,5 nmol/ml >75 nmol/ml
s . . . <20 ng/ml 21-29 ng/ml >30ng/ml
Société d Endocrmologle Japonalse 2017 <50 nmol/ml 52,5-72,5 nmol/ml >75 nmol/ml

Les niveaux de vitamine D dépendent de nombreux facteurs, notamment de la protéine de
liaison a la vitamine D (DBP pour vitamin D binding protein). L'hypothése est que la liasion a
la protéine rend la forme inactive. La majorité de la 25(OH)D et de la 1,25(OH)2D en
circulation est étroitement liée au DBP et a l'albumine, avec moins de 1% circulant sous une
forme non liée, ce qui modifient l'interprétation des taux circulants de 25(OH)D (Jassil et al.,

2017)

2.4.1.5 Meécanismes d’action de la vitamine D

Longtemps considérée comme un nutriment essentiel a la bonne santé du squelette, la vitamine
D suscite plus récemment ’intérét des communautés médicales et nutritionnelles en raison de
I’accumulation de nouvelles connaissances liées a ses fonctions biologiques et & son association
a une diminution des risques pour de nombreuses maladies chroniques. Les deux fonctions
principales bien connues de la vitamine D sont (1) d’augmenter 1’efficacité de I’absorption
intestinale du calcium et du phosphore et (2) au niveau osseux : d’activer de fagon directe la
résorption osseuse en réponse a une hypocalcémie, en favorisant la différenciation ainsi que

I’activation des cellules souches mésenchymateuses de 1’os en ostéoclastes (Holick, 2011). Plus
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récemment, la littérature a montré que 1’amélioration du statut de la vitamine D chez des
personnes déficientes pouvait améliorer de fagon significative 1’expression de génes liés a une
variété de fonctions biologiques (Figure 15) impliquant plus de 80 voies de signalisation li¢es
aux maladies cancéreuse, auto-immune, et cardiovasculaire (Hossein-nezhad and Holick, 2013;

Schulz et al., 2014).
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Figure 15. Effets osseux et extra-osseux de la vitamine D.
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Comment la vitamine D agit-elle ?

Suite a la formation de 1,25-(OH)2D a partir de la 25(OH)D qui signe la bioactivation de la
vitamine D, principalement au niveau rénal (Dusso et al., 2005), le calcitriol va agir a distance
et notamment au niveau de la cellule intestinale ou il favorise 1’absorption active intestinale du
calcium. Le calcitriol transporté via la circulation jusqu’a ses tissus cibles peut alors exercer
des effets endocriniens. Grace a D’expression de la CYP27BI1, les effets autocriniens,
paracriniens et intracrinienss du calcitriol vont se produire au sein de nombreux tissus et types
cellulaires (Holick, 2003; Landrier et al., 2016), avec des effets génomiques et non-
génomiques. Les effets génomiques sont bien renseignés dans la littérature qui confirme aussi
le réle central d’un récepteur spécifique a la VD (VDR) (Carlberg and Seuter, 2009) (Figure

16).
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Figure 16. Effets génomiques de la vitamine D.

Ce VDR est exprimé dans la plupart des tissus, qui deviennent des cibles potentielles du
calcitriol (Zhong et al., 2014). Aprés la liaison du calcitriol avec le VDR (Valdivielso, 2009),
le complexe VDR-calcitriol est transloqué au noyau de la cellule pour se lier 4 ’ADN en

présence de ligand au sein de sites appelés éléments de réponse a la VD (VDRE). Enfin,
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I’expression de ces VDRE sera activée ou réprimée au sein des régions promotrices des génes
(Landrier et al., 2016; Zhong et al., 2014). Etant donné le lien établi dans la littérature entre la
déficience / carence en VD et de nombreuses maladies chroniques extra osseuses, telles que les
maladies cardiovasculaires; 1'identification du VDR au sein des cardiomyocytes et des cellules
endothéliales et musculaires lisses vasculaires, justifie 1’intérét suscité par 1’intrigante relation

de la VD avec le systéme cardiovasculaire (Al Mheid and Quyyumi, 2017).

La littérature a démontré que la VD exerce des effets significatifs et positifs au niveau
du statut inflammatoire (Colotta et al., 2017) avec des effets protecteurs sur la fonction
endothéliale vasculaire (Ertek et al., 2012; Sugden et al., 2008) alors que, des taux insuffisants
de vitamine D ont ét¢ associés a une grande prévalence de maladies cardiovasculaires

(Anderson et al., 2010; Wang et al., 2012).

De maniére intéressante, une étude de cohorte prospective conduite par Juanola et al.
(Juonala et al., 2015) aupres de plus de 2000 sujets suivis de I’enfance (3-18 ans) a ’age adulte
(30-45 ans), a monté que des faibles taux de 25(OH)D mesurés pendant 1’enfance, étaient
associés a une augmentation des valeurs de I’EIM a I’age adulte. Depuis la découverte de la
présence de VDR au sein des cellules musculaires lisses vasculaires (Merke et al., 1989), des
¢tudes expérimentales (notamment sur des modeles de souris KO-VDR) ont rapporté qu’une
diminution de I’expression de VDR ainsi que la synthése locale de calcitriol peuvent expliquer

le lien entre l'insuffisance en VD et la dysfonction endothéliale (Ni et al., 2014a).

Les actions cardio-protectrices directes de la VD (Judd et al., 2008) sont possibles grace
a I’expression des VDR (Nagpal et al., 2005). Des études expérimentales ont démontré que la
VD exerce des effets sur la dysfonction vasculaire et en contribuant a la régénération vasculaire
(Wong et al., 2014; Zhong et al., 2014). L'expression et la fonction de VDR au sein de

I’endothélium vasculaire dépendent des taux de calcitriol circulants via le couple calcitriol-
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VDR) pour induire des fonctions biologiques en aval dans le systéme vasculaire (Figure 17).
L’homéostasie de la fonction endothéliale dans sa relation aux maladies cardiovasculaires étant
de premiére importance, 'activité protectrice du VDR au sein de 1'endothélium vasculaire
justifie ’intérét porté a la VD, et ouvre des perspectives prometteuses pour des applications

cliniques.

endothélium

Figure 17. Role de la vitamine D au niveau de I’endothélium vasculaire. Schéma adapté (Schulz et

al., 2014).

Le métabolite de la vitamine D, le 1,25 dihydroxyvitamine D (1,25 (OH):D, se lie au récepteur
endothélial de la vitamine D (VDR) et augmente 1'activité et l'expression de la NO synthase
endothéliale. En conséquence, la production de NO est augmentée de méme que la signalisation
intracellulaire, avec une activation de la kinase dépendante du GMPc. L’activation de la
stimulation du VDR inhibe également 1’expression du récepteur de type 1 (ATI) de
I’angiotensine II, ce qui entraine une moindre activation du complexe enzymatique

membranaire nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase des muscles
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endothéliaux et lisses, une des sources de superoxydes la plus importante du systeme
circulatoire. Il a également été démontré que NO est un puissant inhibiteur de la NADPH
oxydase, ce qui peut expliquer en partie pourquoi l'activation du VDR diminue le stress oxydatif
vasculaire. GC, guanylate cyclase ; GMPc, guanosine monophosphate cyclique; PKG,

protéine kinase G, dont l'activité est dépendante du niveau de GMPc.

2.4.2 Obésité infantile et vitamine D

Les enfants obéses sont particuliérement exposés au risque de déficience en VD
(Reinehr, 2007 ; Alemzadeh 2008 ; Valeswaran, 2013), et ce phénoméne de déficience a atteint
des niveaux épidémiques qui inquiétent I’ensemble des autorités publiques dans le monde. Cette
déficience en relation avec la sévérité de 1’obésité (Ciedel 2015), est plus présente chez les
enfants plus agés (Moore 2016) et chez les enfants obéses pubéres par rapport aux pré-pubéres

(Gutierrez 2014).

Les facteurs explicatifs de risques de la déficience en VD chez les enfants obéses comprennent

des facteurs d’ordre général, puis des facteurs spécifiques a 1’obésité.

2.4.2.1 Facteurs d’ordre général

La faible exposition au soleil en raison d’un mode de vie sédentaire et de « more cover-up, ainsi
que moins d'activités a 1’extérieur expliquent en grande partie la déficience en VD des enfants
obéses (Braegger et al., 2013; Savastano et al., 2017a). Par ailleurs, on sait que la couverture
des besoins en VD est difficile a atteindre par 1’alimentation (Maillot et al., 2009a). En effet,
comme discuté auparavant, il s’agit d’une vitamine présente dans peu d’aliments vecteurs

(poissons gras) et souvent peu consommés, notamment par les enfants obéses. Le rapport de
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I’INCA 3 (2017) rapporte ainsi ques les apports journaliers en VD chez les adolescents entre
11 et 17 ans sont en moyenne de 2.9 (+1.7) pg/j, bien en-deca des recommandations de
I’ANSES chez I’enfant de 10 pg/jour. A I’heure de la mondalisation de produits alimentaires a
forte densité énergétique, le probléme de la qualité nutritionnelle se pose dans I’offre
alimentaire. C’est I’exemple des laits (premier vecteur des apports en VD chez ’enfant et
I’adolescent) pour lequels les agriculteurs et la recheche questionnent les marches de manceuvre
pour de meilleures productions laitiéres selon les saisons afin d’obtenir des teneurs augmentées

de vitamine D (Weir et al., 2017).

2.4.2.2 Facteurs spécifiques a I’obésité

La déficience en VD en raison 1) d’un phénoméne de séquestration de la vitamine D
dans le tissu adipeux, et 2) d’une dilution volumique de la vitamine D3 sont des phénoménes
qui ont été largement décrits dans la littérature (Hollis, 2005). L’expansion du tissu adipeux
constituerait un réservoir plus important de stockage de VD et/ou 25(OH)D aboutissant a une
diminution des taux plasmatiques de 25(OH)D (Wortsman et al., 2000). Par ailleurs, Drincic et
al (Drincic et al., 2012) ont remis en cause I’hypothése de la s€questration dans le tissu adipeux
pour proposer 1’hypothése de la dilution volumique. Les auteurs ont mis en évidence que la
relation entre la faible concentration de 25(OH)D et le volume total des individus était plus

forte que celle avec la quantité de masse grasse.

Ces facteurs peuvent ainsi contribuer au faible statut de vitamine D chez les enfants obéses

(Hossein-nezhad and Holick, 2013; Nesby-O’Dell et al., 2002; Savastano et al., 2017b).

&3



Revue de littérature
2.4.3 Vitamine D, obésité infantile et complications métaboliques

et vasculaires

La déficience en VD a été associée a 1’augmentation de prévalence du syndrome
métabolique et des différents facteurs qui le constituent chez les enfants obéses (Challa et al.,

2015; Fu et al., 2018).

Une récente méta-analyse rapporte une association inverse forte entre taux de vitamine
D et risque cardio-vasculaire (Wang et al., 2012), risque augmenté dans le contexte de I’obésité.
Cette association chez ’adulte est confirmée chez 1’enfant obése (Campos et al., 2015). Des
¢tudes ont montré que les adipocytes expriment le VDR et toutes les enzymes nécessaires au
métabolisme de la vitamine D (Abbas 2017), le tissu adipeux humain est ainsi capable de
convertir la vitamine D en sa forme active (Wamberg et al., 2013). Celle-ci pourrait favoriser
une augmentation de la lipogenése ainsi qu’une diminution de la lipolyse (Shi et al., 2001). A
partir de la cohorte d’enfants de 6 a 18 ans du National Health and Nutrition Examination
Survey 2005-2006 (n = 2492), Moore et Liu (Moore and Liu, 2016) ont rapporté que la
déficience en VD est fortement liée aux marqueurs d’adiposité (masse grasse, tour de taille,
IMC) indépendamment du sexe. Cette relation est également présente chez des adolescents

obéses (Cediel et al., 2016).

Des études récentes rapportent une association entre le déficit en VD et la dyslipidémie
chez les enfants obéses (Censani et al., 2018; Fu et al., 2018; Kardas et al., 2013) Ainsi, les
enfants obeses avec une déficience en VD (<20ng/mL) présentent des taux plus élevés de non-
HDL cholestérol, cholestérol total, LDL-choestérol, triglycérides et des rapports TG/HDL et
TC/HDL supérieurs par rapport aux enfants obéses avec des taux de 25(OH)D >20ng/mL

(Censani et al., 2018). Ainsi, Lee et al (Lee et al., 2016) ont rapporté qu’une augmentation
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d’environ10 mg/dl de TC ou de non-HDL-C était associée a une diminution approximative de

1.3% de 25(OH)D.

La majorité des études rapporte que la déficience en VD chez les enfants obéses est
associée a une faible sensibilité a ’insuline (Reyman et al., 2014) ou a la résistance a l'insuline
(Alemzadeh et al., 2008a; Reyman et al., 2014; Wang et al., 2016). Quelques études ne
rapportent pas cette association. Ainsi les adolescents obéses qu’ils soient normo-glycémiques,
intolérants au glucose ou bien diabétiques de type 2 présentent des statuts en VD similaires (de
las Heras et al., 2013). Pourtant, cette relation déficience VD et IR a déja été rapportée aussi
bien chez les enfants obéses prépuberes que chez les pubéres (Cediel et al., 2016; Reyman et
al., 2014) La question se pose quant a I’influence de la méthode d’évaluation de 1’insulino-
résistance sur ces résultats (test clamp euglycémique hyperinsulinémique vs HOMA-IR).
D’aprés Cediel et al. (Cediel et al., 2016)les enfants obéses avec une déficience en VD

(<30ng/ml) présenteraient un risque d’insulino-résistant multiplié par 3 a 4 fois.

Le faible taux de VD chez les enfants ob¢ses est associé a I’inflammation chronique de
bas grade (Codofier-Franch et al., 2012c; Reyman et al., 2014; Singh et al., 2015¢) et aux
marqueurs de stress oxydant (Codofier-Franch et al., 2012c; Lee et al., 2016). Par une analyse
en régression multiple confirmée par une analyse en cluster, les enfants obéses déficients en
VD présentaient des taux plus élevés de cathepsine-S, sVCAM (pour soluble vascular cell

adhesion molecules) et de chimérines (Reyman et al., 2014).

Peu d’études se sont intéressées a la relation entre le statut en VD et la fonction
vasculaire chez I’enfant obése. Le déficit en VD a été associée a des marqueurs de dysfonction
vasculaire chez 1’enfant obése (Codofier-Franch et al., 2012c). Par contre, il n’a pas été
démontré d’association entre déficit en VD et dysfonction endothéliale a partir des évaluations

de la vasodilatation médiée par le flux (« flow-mediated dilatation » ou FMD) (Javed et al.,
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2015a; Pacifico et al., 2011a). Dans le méme sens, les résultats sur la relation entre déficit en
VD et augmentation de la rigidité carotidienne ou 1’épaisseur Intima-Média (Intima-Media
Thickness ou IMT) sont controversés chez 1’enfant obése (Ashraf et al., 2014; Atabek et al.,
2014; Pacifico et al., 2011a). Autant chez I’adulte, la relation VD-hypertension est bien décrite,

autant chez I’enfant, elle reste controversée (Kardas et al., 2013; Moore and Liu, 2017).

Enfin de maniére intéressante, un taux inadéquat en VD semble étre un facteur limitant de
la performance et de la force musculaire. Ceci est particulierement rapporté chez la personne
agée (Cipriani et al., 2014). Chez les enfants, un taux faible de 25(OH)D a été associé a une
diminution de la force musculaire, a une diminution des performances de saut (vertical et en
longueur) et d’agilit¢ chez des jeunes gargons footballeurs (Bezrati et al., 2016). A noter que

ces enfants n’étaient pas obéses.

3. Effets de différentes stratégies interventionnelles sur la

fonction vasculaire chez l'enfant obése

Apres avoir proposé une Stratégie mondiale pour I’alimentation, 1’exercice physique et la
santé en 2014, le rapport de I’'OMS de 2016 (Mettre fin a I’obésité de ’enfant) souligne
gqu’aucune intervention ne peut a elle seule endiguer la progression de I’épidémie d’obésité.
Pour combattre efficacement I’obésité de ’enfant, il faut agir sur I’environnement obésogene
et sur des éléments critiques aux différentes étapes de la vie. ». Traiter les enfants obéses devient

une priorité pour améliorer leur santé présente et future.

Dans le méme sens, le rapport de la Haute Autorité de Santé pour les recommandations de

bonnes pratiques pour la prise en charge du surpoids et obésité de I’enfant et de I’adolescent
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(HAS, 2011) note qu’une prise en charge efficace doit prendre en compte 1’alimentation,
I’activité physique, la lutte contre la sédentarité, 1’équilibre des rythmes de vie, dont le sommeil,
et les aspects psychologiques et socio-économiques. Les résultats de la littérature ont permis de
démontrer le réle crucial de ’activité physique et d’un mode de vie actif dans le contrdle
pondéral (Strasser, 2013). Dans la derni¢re décennie, 1’intérét suscité par les effets potentiels
d’une supplémentation en VD, en complément de la prise en charge traditionnelle des enfants

et adolescents obéses, a ouvert de nouvelles perspectives de recherches.

L’activité physique fait partie intégrante du traitement de 1’obésité a tous les stades de sa
prise en charge. Cette stratégie d’augmentation de 1’activité physique est associée a la
diminution des comportements sédentaires, a la gestion du sommeil, & un programme
nutritionnel, a une prise en charge psychologique et a une éducation thérapeutique. Néanmoins,
I’activité physique comme seule stratégie de prise en charge a déja démontré des effets
bénéfiques chez les obéses (Tjenna et al., 2009). Dans ce chapitre, seules les études s’intéressant
aux effets vasculaires de I’activité physique associée ou non a une diéte seront discutés. Seront
¢galement discutés les différents effets d’une supplémentation en VD dans la prise en charge

de I’obésité infantile.

3.1 Effets de I’exercice chronique sur la fonction vasculaire (en

général)

Les données de la littérature indiquent clairement le double rdle de I’exercice dans la prévention
et le traitement de la dysfonction endothéliale. L’exercice est en effet capable de préserver
I’intégrité de la fonction endothéliale chez les sujets a risque cardiovasculaire mais aussi de

corriger la fonction endothéliale altérée et ce, dans les différents territoires vasculaires (artéres
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de conductance et de résistance) (Pellegrin et al., 2009). En effet, I’exercice chronique induit
des adaptations périphériques avec des changements au niveau des propriétés morphologique,
biomécanique et fonctionnelle de la paroi vasculaire (Schuler et al., 2013). En effet,
I’hyperhémie répétée de I’exercice accroit les contraintes de cisaillement exercées au niveau de
la paroi vasculaire entralnant une synthése importante de substances vasodilatatrices et
principalement de monoxyde d’azote (NO) via une activité augmentée de 1’endothelial Nitric
Oxide Synthase (eNOS) (Uematsu et al., 1995) (Figure 18). L’activité physique répétée, permet
¢galement de limiter la production d’espéces réactives oxygénées (EOR), notamment, en
réduisant I’expression des sous-unités de la NADPH oxydase, limitant ainsi son activité
(Duerrschmidt et al., 2006) et en augmentant les défenses antioxydantes vasculaires (telles que
superoxide dismutase (SOD), le glutathione peroxidase, ainsi que les niveaux de GSH).
L’exercice est aussi capable de prévenir le « découplage» de la eNOS avec un effet de I’exercice

sur le cofacteur BH4, par exemple.

Ces différents mécanismes conduisent a une plus grande biodisponibilité du NO et une
amélioration de la fonction endothéliale. Cette production chronique de NO serait a 1’origine
d’une augmentation du calibre artériel. En effet, ce remodelage vasculaire permettrait de
normaliser les contraintes de cisaillement et de ramener ainsi la fonction endothéliale a son
niveau d'activité initiale (Green et al., 2004). En outre, au-dela de I'agrandissement du diamétre
artériel, I'exercice physique régulier engendre une diminution de 1'épaisseur intima - média
(Dinenno et al., 2001). Ce remodelage vasculaire contribue a 1'amélioration de la compliance

artérielle (Kingwell et al., 1995) et a la réduction des pressions artérielles (Whelton et al., 2002).
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Figure 18. Adaptation vasculaire a 1’exercice chronique.

Schéma adapté selon (Schuler et al., 2013)

3.2 Effets vasculaires de D’exercice chronique chez enfant

obese

Relativement peu d’études ont été consacrées a évaluer les effets d’une prise en charge
associée ou non a un programme de réentrainement a I’effort sur la fonction vasculaire au

niveau macro et microcirculatoire chez les adolescents obéses.
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Dengel et al (Dengel and Ryder, 2017) ont réalisé une revue sur les effets macrovasculaires de

I’exercice chez I’enfant obese.

Tableau 4. Effets vasculaires de 1’exercice physique chez les enfants et adolescents obése

d’apres Dengel et Ryder (2017)

The Effect of Exercise Training Interventions on Vascular Structure and Function.

Vascular Vascular Arterial
Interventions Participants Function Structure Stifiness Reference
Aerobic 3x/week; 60 min/session Obese children (BMI >97th FMD <> CIMT <> ClEM <> 63
percentile) EID <>

Aerobic 4x/week; 30-50 min/ Overweight children (BMI FMD T 22
session >85th percentile) EID <>

Aerobic 3x/week; combined circuit | Obese adolescents (BMI PWV < 68
training and aerobic exercise >05th percentile

Aerobic 3x/week; 60-90 min Obese adolescents (BMI FMD T cIMT 64

=97th percentile)

Resistance 2x/week Healthy adolescents FMD T PWV L 72

Combined resistance and aerobic Overweight adolescents cIMT 4 67
exercise 3x/week; 80 min/
session

Circuit training 3x/week; 60 min/ Obese adolescents FMD T 65
session

Aerobic 3x/week; 60 min/session Obese children FMD T (66]

Combined exercise and weight Obese adolescents cIMT L 73
loss program over 1 year

Combined aerobic and games 60 Obese adolescents FMD T cIMT < Al
min/session; 3x/week

Combined aerobic and weight loss | Obese children FMD T 70
for 6 weeks

Aerobic exercise 4 x 4 min high- Overweight adolescents FMD T 69
intensity interval training 2x/
week for 3 months

IMC, indice de masse corporelle ; FMD, vasodilatation flux-dépendante ; EID, vasodialatation
endothélium indépendate ; cIMT, épaisseur intima-média carotidienne; cIEM, rigidité

artérielle carotidienne ; PW, vitesse d’onde de pouls.

Depuis, la littérature a permis de clarifier et confirmer ces différents résultats.
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3.2.1.1 Sur le plan morphologique

Dans leur méta-analyse incluant 6 études randomisées controlées (303 enfants obeses
entre 6 et 17 ans) sur les effets de I’exercice supervisé (sans diéte associée) sur I’EIM
carotidienne, Garcia-Hermoso et al. (Garcia-Hermoso et al., 2017) ont rapporté que 1’exercice
réduisait I’EIM (g=-0.306; 95% CI -0.540 to -0.072; p = 0.011) chez des enfants obéses. Le
nombre de minutes d’exercice /semaine apparait comme un facteur important de cette
diminution de ’EIM. Cette réduction de I’EIM avec I’exercice chez I’enfant obése est en

relation avec la diminution de I’inflammation (Cayres 2016).

3.2.1.2 Sur le plan biomécanique

Des études récentes (Chuensiri et al., 2018; Horner et al., 2015) ont rapporté soit une
diminution de la rigidité artérielle soit une absence de changement aprés 3 mois d’exercice
aérobie chez 1’enfant obeése prépubere ou 1’adolescent, respectivement. Les différences
d’intensité d’exercice peuvent en partie expliquer ces résultats divergents. Des exercices a haute
intensité semblent étre nécessaires pour engendrer une amélioration de compliance artérielle

(Chuensiri et al., 2018).

3.2.1.3 Sur le plan fonctionnel

La méta-analyse de Dias et al. (Dias et al., 2015), incluant 6 études pré-post sur les effets
de programmes d’exercice sur FMD (n=219 adolescents obéses), a démontré que des
programmes interventionnels a base d’exercice physique améliorent la fonction endothéliale

macrovasculaire avec une augmentation moyenne de 1.54% (95% CI1 0.24 to 2.84) du FMD.

Peu d’études, en revanche, ont évalué les effets d’une prise en charge au niveau

microcirculatoire et au niveau des deux territoires, macrocirculatoire et microcirculatoire, chez
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I’enfant obése. Apres 4 mois d’intervention incluant 4 sessions d’entrainement de 90 minutes
par semaine basées sur des activités physiques ludiques a dominante aérobie, aucune
amélioration de la fonction vasculaire au niveau macro et microcirculatoire n’était notée chez
I’adolescent sévere (Montero et al., 2014a). Ces résultats contrastés peuvent s’expliquer par la
méthode d’évaluation utilisée et le site ou les mesures sont effectuées. Plus d’études avec des

méthodes standardisées sont nécessaires pour établir un consensus en la matiére.

La difficulté d’augmenter le niveau d’activité physique dans la population générale et les
populations a risques dans le but de prévenir des maladies cardiovasculaires interroge le bien
fondé des modes d’entrainements traditionnels et des protocoles proposés. Si la majorité des
personnes est disposée a suivre les prescriptions d’entrainement définies au sein de protocoles
d’études ; les données de la littérature font apparaitre que 1’adhésion a des programmes
d’entrainements supervisés diminue dés les phases initiales d’entrainement ; et seuls 40% des
personnes ayant adhéré a des programmes supervisés maintiendront leur activité physique dans

leur quotidien trois ans apres (Schuler et al., 2013).

3.3 Modalités de réentrainement a I’effort

La réussite de la prise en charge de I’enfant obése repose sur la stabilisation de la masse
corporelle par la pérennisation d’une pratique physique et d’une alimentation adaptée a long
terme. Le point-clé est que les enfants continuent de pratiquer apres le traitement (INSERM,

2008).

Une meilleure connaissance de la charge quantitative et qualitative nécessaire pour un
meilleur contréle pondéral et une meilleure santé¢ notamment vasculaire chez I’enfant obése

devient indispensable. L’un des enjeux actuels pour 1’amélioration de la prise en charge de

92



Revue de littérature

I’obésité infantile consiste aujourd’hui a élaborer des recommandations spécifiques de bonnes
pratiques, reposant sur des stratégies réalisables pour la perte de poids et la prévention du regain

de poids.

Comme souligné dans la position de consensus sur I’AP et obésité chez I’enfant (Duclos
et al.,, 2013), ces bonnes pratiques doivent prendre en compte les golts individuels,
I’accessibilité des sites d’activité physique, le caractére de 1’encadrement et les financements
possibles. La prescription de I’AP sera qualitative (nature des exercices, intensité) et
quantitative (fréquence, durée des exercices). Tout programme devra ainsi débuter par une

évaluation initiale.

3.3.1 L’évaluation de la capacité aérobie : un préalable avant la

programmation d’un réentrainement chez les enfants obéses.

Différents tests validés aupres des enfants obéses permettent d’évaluer la condition
physique des enfants obéses. Parmi eux le test de courses navettes de Léger ou le test de
marche/course de 12 minutes sont les plus utilisés, car reproductibles, faciles a mettre en place,
et peu colteux (Quinart et al., 2014). Bien que le test navette soit largement répandu, il consiste
a réaliser des allers-retours sans interruption impliquant des changements soudains de direction
et entrainant des cotts énergétiques élevés ainsi que des douleurs musculo-squelettiques (Thivel
et al., 2017). Ces facteurs sont susceptibles d’entrainer une aggravation de la perception de
I’effort et peuvent conduire & une interruption prématurée du test chez les enfants obéses. En
2009, Rossi et al. (Rossi et al., 2009) ont mis au point un nouveau test d’évaluation maximale
de D’aptitude aérobie des enfants dans le milieu scolaire. Ils ont rapporté une bonne

reproductibilité (Thivel et al., 2017) et une meilleure adaptabilité¢ au regard des caractéristiques

93



Revue de littérature

spécifiques du public jeunes obéses (Rey et al., 2016). Ce test intermittent appelé «Spartacus»,
est composé de plusieurs phases progressives d’efforts, entrecoupées par des périodes de repos
passif; et permet aux enfants obéses d’atteindre une vitesse maximale moyenne 20% supérieure
a celle observée lors d’un test navette, en obtenant de surcroit une fréquence cardiaque
maximale et un seuil de perception de I’effort identiques (Rey et al., 2016). Ce test aux résultats
prometteurs et plus approprié que les tests traditionnels pourrait constituer une véritable

alternative de test chez les enfants obéses.

3.3.2 Quelle(s) modalité(s) de réentrainement a I’effort chez les

enfants obeéses ?

Traditionnellement, chez 1’enfant obése, l'exercice en mode aérobie de type modéré
continu (MCT), est I’approche la plus courante recommandée pour améliorer la composition
corporelle, la capacité physique et les paramétres généraux li€s a la santé (Lau et al., 2015).
Cependant, la durée totale de cette forme d’exercice doit étre suffisamment longue pour induire
les effets souhaités ; alors méme que la durée importante d’un exercice, constitue l1'une des
raisons principales d’un manque d’adhésion a 1’activité physique, a cause de sa monotonie
(Coquart et al., 2008). Trés récemment, la méta-analyse de Garcia-Hermoso (Garcia-Hermoso
et al., 2016), incluant 9 essais de recherche cliniques menés chez 274 jeunes obéses agés de 6
a 17 ans, a démontré la plus grande efficacité des programmes interventionnels incluant des
programmes d’activités physiques de type intermittent intense (HIIT, 25 + 5 min de durée
moyenne par session) pour améliorer la VO2max et la pression artérielle systolique en
comparaison avec des programmes de type MCT ; les auteurs soulignent que ces résultats ont
¢été obtenus avec une durée totale d’exercice inférieure a celle de I’entrainement MCT (Garcia-

Hermoso et al., 2016). Les études comparant les effets vasculaires (i.e FMD) de ces deux
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modalités d’exercice (HIT et MCT) chez I’adulte avec une dysfonction endothéliale préalable
ont été compilées dans une méta-analyse (Ramos et al., 2015). Seuls Tjonna et al. (Tjonna et
al., 2009) se sont intéressées a comparer les effets vasculaires de différents programmes
d’exercice chez les enfants obeéses. Ils rapportent une amélioration de la fonction
macrovasculaire aprés un programme interventionnel incluant un entrainement HIIT (deux
sessions/semaine) sans consignes particulieres de diététique wvs un programme
multidisciplinaire. A notre connaissance, aucune ¢étude n’a encore comparé les effets
microvasculaires de HIIT et MCT chez les jeunes obéses. Il y a un véritable intérét a déterminer
si différentes modalités de réentrainement a I’effort sur des durées plus longues et/ou plus
intenses, peuvent améliorer la fonction vasculaire dans les deux territoires vasculaires et ainsi

améliorer la santé vasculaire présente et future des enfants obéses.

3.4 Effets d’une supplémentation en vitamine D

3.4.1 Quelle dose de VD est nécessaire pour retrouver un niveau

satisfaisant en VD ?

Comme discuté dans le paragraphe précédemment, un niveau satisfaisant en VD chez
I’enfant-adolescent correspond a une concentration en 25(OH)D >50nmol/L ou

>75nmol.L(=30ng/ml) (ANSES, 2016).

3.4.1.1 Recommandations de la supplémentation en VD en

population générale

Afin de couvrir les besoins en VD difficiles a atteindre par I’alimentation, la littérature

rapporte que la supplémentation en vitamine D2 (ergocalciférol) ou D3 (cholécalciférol),
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constitue une bonne alternative pour retrouver des niveaux satisfaisants (Maillot et al., 2009b)).
Récemment, une étude a montré que les deux formes (VD2 ou VD3) ont une biodisponibilité
équivalente, qu’elles soient apportées par un jus d’orange ou par des capsules (Biancuzzo et al.,
2010a). D’apres la méta-analyse de Holick et al. (Holick et al., 2011), les seuils de tolérance
acceptables d’une supplémentation en VD sans surveillance pour les enfants 4gés de 1 a 18 ans
déficients en vitamine D, sont de 2000 Ul/jour de VD2 ou de VD3 pendant au moins 6 semaines
; ou bien une dose unique de 50 000 UI de VD2 une fois par semaine pendant au moins 6
semaines afin d’atteindre des taux sériques de 25(OH)D au-dessus de 30 ng/ml, suivi d'un
traitement de maintien avec 600-1000 Ul/jour. Chez les patients obéses, une dose plus élevée
est toutefois recommandée (deux a trois fois supérieure), allant de 6000 a 10 000 UI / jour) de
VD, pour traiter la carence en VD et afin de maintenir une concentration sérique de 25(OH)D
supérieure a 30 ng/ml ; le traitement devrait étre suivi d'une thérapie d'entretien de 3 000 a 6000
Ul/jour (Boonchaya-anant et al., 2014; Holick et al., 2011). Dans le méme sens, Drincic et al.
(Drincic et al.,, 2012) ont comparé les réponses a une supplémentation de VD a 3 doses
différentes (1000, 5000 et 10 000 Ul/jour pendant 21 semaines) chez des adultes obéses et des
normo-pondérées. Ils ont rapporté que la réponse a la supplémentation était en relation avec la
dose et la masse corporelle. Ils ont ainsi proposé d’adapter la dose de VD a la masse de la
personne : pour engendrer une augmentation de 1ng/mL de 25(OH)D, la dose préconisée serait

de 2.5 Ul/kg.

3.4.1.2 Recommandations spécifiques en supplémentation en VD

chez les enfants obéses

Bien que I’Institute of Medicine (IOM) préconise qu’une dose de 4000 UI par jour doit

constituer I’apport maximal acceptable pour des enfants de plus de 9 ans (Ross et al., 2011), il
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n’existe pas, a ce jour, de consensus pour définir les doses journaliéres recommandées chez les
enfants et les adolescents obeses déficients en VD. D’autres études sont nécessaires afin de
statuer sur les doses optimales de supplémentation en fonction des publics. De manicre
intéressante, 1’étude de Belenchia et al. (Belenchia et al., 2013) menée auprés d’adolescents
obéses, a rapporté qu’une supplémentation en VD3 a raison de 4000 UI par jour était une dose
efficace et bien tolérée pour corriger une insuffisance en VD chez des adolescents obéses
(Belenchia et al., 2013). La littérature rapporte en outre que les adolescents présentent un risque
accru d’insuffisance en VD (Gutierrez 2014). La « Society for Adolescent Health and
Medicine » recommande ainsi une supplémentation continue de VD (600 Ul/ jour pour les
adolescents en bonne santé et au moins 1000 Ul/jour pour les adolescents exposés a des risques
de carence VD tels que les adolescents obeses en plus des apports naturels de VD via

I’alimentation et I'exposition au soleil (Saggese et al., 2018).

3.4.2 Effets d’une supplémentation en VD sur les anomalies

métaboliques, ’'inflammation et la fonction vasculaire

La littérature rapporte que le statut en VD est associé a la résistance a l'insuline
(Kayaniyil et al., 2010; Pittas et al., 2007). L'effet direct de la VD proviendrait de la liaison de
la forme active circulante de la VD, la 1,25(OH)2D, avec son récepteur au niveau des cellules
béta. L’effet direct de la VD pourrait également provenir de l'activation de la VD au niveau des
cellules béta et liée a I’activité de I'enzyme 1-alpha-hydroxylase, comme cela a été récemment
rapporté dans la littérature (Bland et al., 2004). Les effets indirects de la VD sur I’insuline
peuvent, quant a eux, étre expliqués par I’action de la VD au niveau de la régulation du calcium

extracellulaire et du flux de calcium a travers la cellule béta ; ou I’augmentation de 1’activité de
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la 1,25 (OH) 2D va se traduire par une augmentation de 1'expression du récepteur a l'insuline,

la synthese et la libération d'insuline (Teegarden and Donkin, 2009a).

Ces différents mécanismes devraient permettre une diminution de 1’insulino-résistance
suite a une supplémentation en VD, tel que cela a été démontré dans les études expérimentales
(Marcotorchino et al., 2012; Mitri et al., 2011). Pour autant la méta-analyse récente de Jamka
et al (2015) chez I’adulte obese a conclu a 1’absence d’effet significatif d’une supplémentation
en VD sur le HOMA-IR (9 études, std différence : 0.04; 95% CI:— 0.44, 0.52; p = 0.86). Chez
I’enfant obése, Javed et al. (Javed et al., 2015b) n'ont pas permis de conclure qu’une
supplémentation en VD, quelle que soit la dose (400 ou 2000 UI par jour), puisse avoir des
effets positifs significatifs sur la fonction béta et l'action de l'insuline chez des adolescents
obeses ne présentant pas de complications et ayant un taux initial de 25(OH)D a 24pg/L a
I’inclusion. A I’inverse, I’équipe de Belenchia et al. (Belenchia et al., 2013) a montré qu’une
supplémentation en VD3, sur la base de 4000 Ul/ jour et pendant 6 mois, était efficace pour
améliorer la sensibilité a l'insuline chez des adolescents obéses ayant un faible statut en VD.
Des différences de concentrations initiales en 25(OH)D pourraient en partie expliquer ces
divergences de résultats. En effet, Ashraf et al (Ashraf et al., 2014) ont proposé une

concentration de 15 ng/mL comme valeur seuil ayant un impact sur la sensibilité a I’insuline.

Le role de la VD sur I’inflammation a ¢été démontré dans la littérature (Guillot et al.,
2010) qui rapporte des niveaux d’inflammation significativement plus élevés (Interleukine-6 ;
Myeloperoxidase ; Malondialdehyde) chez des adolescents obéses dont le statut en 25(OH)D

était inférieur a 20 ng/mL (n = 20) (vs 25(OH)D > 20 ng/mL) (Codofier-Franch et al., 2012c).

La littérature a par ailleurs démontré que la vitamine D était en mesure de favoriser un milieu
anti-inflammatoire en réduisant I'expression et la libération de cytokines pro-inflammatoires.

De maniére intéressante, les cellules dendritiques, les macrophages, les monocytes ainsi que les
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cellules T expriment a la fois le VDR et la 1-ahydroxylase. Des études expérimentales ont
démontré que le calcitriol permet d’augmenter la production d'interleukines anti-
inflammatoires IL-10 et réduire l'expression du TNFa. La littérature a aussi rapporté une
réduction de la production de TNFa, IL-1f, IL-6 et IL-8 sur les monocytes activés par le
calcitriol. II a été suggéré que ces actions anti-inflammatoires dépendantes de la VD incluent la
régulation de NF-«xB et la « down » régulation des cytokines pro-inflammatoires (Marquina et

al., 2018).

En revanche, la méta-analyse récente de Jamka et al. (Jamka et al., 2015a) chez 1’adulte
obese a conclu a I’absence d’effet significatif d’une supplémentation en VD sur certains
biomarqueurs d’inflammation (CRP, TNFa et IL-6). Chez des adolescents obeses avec une
déficience initiale en VD, ces mémes marqueurs n’étaient pas significativement diminués suite
a une supplémentation en VD3 a 4000 UI par jour pendant 6 mois (Codofier-Franch et al.,

2012¢).

3.4.3 Effets de la VD sur la fonction vasculaire

Les méta analyses récentes de Rodriguez et al (2016), Upala et al (2016), Hussin et al.
(2017) et de Beveridge et al. (2018), réalisées aupres de populations adultes présentant des
facteurs de risque cardiovasculaire, n’ont pas rapporté d’effets significatifs d’une
supplémentation en VD sur la fonction macrovasculaire (compliance artérielle et FMD), mais
un faible effet sur ’amélioration de la fonction microvasculaire a été rapporté. A noter que ce
dernier résultat est basé sur seulement 3 études (Dreyer et al., 2014; Stricker et al., 2012;

Witham et al., 2013)
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Trés peu d’études se sont intéressées aux effets vasculaires d’une supplémentation en
VD chez I’enfant obése. A notre connaissance, seuls Dong et al (2010) ont évalué les effets
d’une supplémentation en VD3 a 2000 Ul/jour pendant 16 semaines, chez des adolescentes de
phototype foncé avec un taux initial de 25(OH)D a 34nmol/L, sur la rigidité artérielle. Aucun
effet n’a ét€¢ démontré. Chez des adolescents obeses, Javed et al.(Javed et al., 2015a) n’ont pas
montré d’effets positifs significatifs d’un traitement en VD3 sur la fonction endothéliale (i.e

FMD), aprés administration d’une monodose orale mensuelle de 100 000 UI pendant 3 mois.

En Dl’absence de consensus sur le sujet, d’autres études sont nécessaires afin de
déterminer si la VD joue un role dans la régulation de cette fonction vasculaire, en ciblant
notamment un statut en VD supérieur et des périodes de traitement prolongées (Alyami et al.,

2014).

3.4.4 Effets de la VD sur la performance physique

Le lien entre le statut en 25(OH)D et performance sportive et/ou physique a déja été
montré dans la littérature, notamment chez les athlétes (Cannell et al., 2009). Dans une étude
menée aupres de 125 enfants sains et actifs, un faible taux de 25(OH)D a également ét¢ associé
a une diminution de la force ainsi qu’a une diminution des capacités de performance en saut et
en sprint (Bezrati et al., 2016). Suite a un programme interventionnel incluant un entrainement
en résistance et une supplémentation en VD (4000 Ul/jour pendant 6 mois), des adultes obéses
et déficients en VD ont amélioré leur puissance musculaire de facon plus importante que le
groupe ayant suivi le méme programme d’exercice avec placebo (Carrillo et al., 2013). Une
¢tude randomisée en double aveugle menée aupres de 179 filles non obéses agées de 10 a 17

ans, la supplémentation en VD pendant 1 an a été efficace quelle que soit la dose administrée
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(200 Ul/jour ou 2000 Ul/jour) pour augmenter la masse musculaire (El-Hajj Fuleihan et al.,

2006).

Si la déficience en VD semble limiter la performance physique, d’autres études sont
nécessaires afin de vérifier si le retour a des valeurs normales de 25(OH)D aprés une
supplémentation en VD est susceptible d’avoir un impact positif sur la capacité de performance

physique chez les enfants obeses.

La prise en charge des enfants obéses doit prendre en compte I’alimentation, I’activité
physique, la lutte contre la sédentarité, 1’équilibre des rythmes de vie, dont le sommeil, et les
aspects psychologiques et socio-économiques (HAS 2011). Elle englobe donc des programmes
combinés de diététique et d'activité physique (Montero et al., 2012b; Ribeiro et al., 2005; Watts
etal., 2004). Des programmes interventionnels de perte de poids, incluant un régime alimentaire
seul ou un régime alimentaire associ¢ a un programme d’activit¢ physique, sans
supplémentation en VD, ont engendré une augmentation significative de 25(OH)D chez les
adultes obeses (Gangloff et al., 2015; Pannu et al., 2016). Dans ce sens, Tzotzas et al (2010)
ont rapporté qu’une perte de poids de 10% permettait une augmentation de VD chez des obéses
déficients en VD avant programme. Explorer si un programme de perte de poids (dicte et
exercice) combiné a une supplémentation en vitamine D entrainerait des bénéfices significatifs

additifs représente un véritable enjeu en santé publique (Szlagatys-Sidorkiewicz et al, 2017).

4. Objectifs de la thése

L’objectif général de ce travail de thése a consisté a évaluer les effets de différents types

de prise en charge d’adolescents obéses placés en institution pour une perte de poids en

101



Revue de littérature

specifiant les effets de différentes modalités d’exercice et d’une supplémentation en

vitamine D.

Les ¢tudes menées ont été conduites selon deux approches :

— Une approche transversale avec une comparaison des données anthropométriques,
métaboliques, biologiques et vasculaires d’adolescents obéses et d’adolescents normo-pondérés

appariés en sexe et maturation sexuelle.

— Une approche longitudinale en précisant les effets des différentes prises en charge chez les

adolescents obéses.

Deux études ont été réalisées dans le cadre de cette thése :

La premiére étude répondait a une demande de I’Institut Saint Pierre, un établissement
de soins de suite et de réadaptation (SSR) avec une unité¢ de soins de traitement de 1’obésité
infantile et de 1’adolescent, pour une amélioration de leurs pratiques professionnelles (étude
enregistrée sur ISRCTN n°67155720). Dans ce cadre, cette premiére €tude visait a évaluer les
effets de différentes modalités de réentrainement a 1’effort au cours du programme de perte de
poids. Dans un premier temps, les réponses microcirculatoires chez des adolescents obéses ont
été comparées a celles de témoins de poids normal. Puis 1’étude a comparé les effets
anthropométriques, métaboliques, de performance aérobie et microvasculaires d un programme
d’exercices intermittents a haute intensité (HIIT) a ceux d’un programme d’exercices continus

modérés (MCT) de 3 mois.

La deuxiéme étude de theése (étude VIDADO enregistrée sur Clinical Trial
NCT02400151), réalisée dans le méme SSR, était une étude interventionnelle chez des

adolescents obéses, prospective, contrdlée, en double aveugle, randomisée en bras paralléles,
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versus des témoins adolescents normo-pondérés. Dans un premier temps, les relations entre
statut en vitamine D, marqueurs métaboliques et fonction vasculaire (macro- et
microvasculaire) chez des adolescents obéses versus témoins de poids normal ont été explorées.
Dans un deuxiéme temps, les effets d’un programme nutritionnel incluant une restriction
calorique et des séances d’activités physiques combiné ou non a une supplémentation en

vitamine D3 ont été analysées.
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1. Matériels et méthodes

1.1 Populations et critéres d’inclusion

Pour les deux études, deux groupes d’adolescents agés entre 12 et 17 ans (groupe obése
et groupe témoin) appariés pour le sexe, la maturation sexuelle (au minimum stade 2 de Tanner)
et le niveau de pratique physique (évalué¢ par le volume horaire hebdomadaire de pratique
sportive) ont été constitués. La participation a chacune des études a été proposée aux
adolescents obéses lors de leur entrée a I’Institut Saint Pierre — SSR de Palavas-les-Flots (34),
ainsi qu’aux adolescents témoins normo-pondérés recrutés par le biais de la Médecine Scolaire
dans les colléges et lycées Nimois (aprés accord de 1’inspection d’Académie) par un
appariement de fréquence en fonction de la représentation des ages et de la répartition gargons-

filles des adolescents obéses.

Les adolescents obéses et témoins ne présentaient pas de contre-indication a la pratique
d’une activité physique (articulaire, cardiaque ou autre). Aucun ne présentait de pathologie
intercurrente, des antécédents au premier degré de pathologie cardio-vasculaire, des anomalies
de la tolérance glucidique (diabéte ou prédiabéte), de tabagisme actif et de dyslipidémie
(notamment hypercholestérolémie). Aucun ne consommait régulierement de compléments
alimentaires et vitaminiques, ni encore présentait un statut en vitamine D en dehors de la

fourchette 20 nmol/L < 25(OH)D < 100 nmol/L.

Les adolescents obéses inclus présentaient un indice de masse Corporelle (IMC)
correspondant a un stade 2 de 1’obésité selon les courbes de Rolland-Cachera et al, 1991
(Rolland-Cachera et al., 1991).et un poids stable, les sujets en phase d’amaigrissement
(réduction pondérale supérieure a 5 % du poids total au cours des trois mois précédant

I’inclusion) n’étant pas inclus. Les adolescents témoins inclus avaient, quant a eux, un IMC
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inférieur a la valeur correspondante a un degré 1 de ’obésité selon les courbes de Rolland-

Cachera (Rolland-Cachera et al., 1991).

L’inclusion des adolescents obéses a débuté au moment de leur visite d’admission dans
le centre, et les bilans ont été réalisés lors de 2 visites : V1 bilan d’admission, et V2 bilan de fin
d’étude a 3 mois. L’inclusion des adolescents témoins de 1’étude 2 a été réalisée avec un
appariement en fréquence et en saison équivalente, le taux d’ensoleillement pouvant influer sur

le métabolisme de la vitamine D.

1.2 Programmes interventionnels

Pour les adolescents obéses, les programmes interventionnels ont ét¢ mis en place au sein
de I’ISP pour une durée de 3 mois et ont fait appel a une alimentation contrélée et équilibrée et

un programme d’activités physiques :

- Pour I’é¢tude 1, deux types de réentrainement a 1’effort (modéré continu et intensif
intermittent) ont ét¢ comparés
- Pour I’é¢tude 2-VIDADO, a la prise en charge habituelle, a ét¢é combinée une

supplémentation en vitamine D3.
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1.3 Programmes de réentrainement

1.3.1 Programme en mode intensif intermittent

Deux séances hebdomadaires consistaient a réaliser un circuit training de 2 a 3 minutes
comprenant 5 exercices combinant des mouvements des membres supérieurs ou (et) des
membres inférieurs. Le circuit training était réalisé 5 fois (+/- 1) a une intensité proche de 86 a
95% de la FC maximale. Entre chaque circuit, une récupération d’une durée de 1minl5s a
Imin30s en marche active a 50 et 60% de la FC maximale était effectuée. Une troisieme séance
hebdomadaire proposait la méme charge d’entrainement a travers des ateliers de boxe
¢ducative. Les durées totales de séances en mode intensif intermittent étaient d’environ de 23

+ 2min.

1.3.2 Programme en mode modéré continu

Deux séances hebdomadaires consistaient a réaliser un parcours ludique de 200m en
marche sportive type nordique a une intensité proche de 60 a 70 % de la FC maximale, pour
des durées totales d’effort de proche de 50 = 10min. Et une troisiéme séance consistait en une
séance de boxe ludique a intensité modérée privilégiant la technique afin de respecter des FC

d’effort comprises entre 60 a 70 % de la FC maximale.
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1.4 Supplémentation en VD

Les adolescents obéses ont été répartis par tirage au sort soit dans le groupe
Supplémentation en vitamine D soit dans le groupe Placebo (logiciel INCLUSIO CHU de
Nimes). La dose journaliere de 4000 UI de Vitamine D (UVEDOSE 100000 UI / 2 mL, Crinex
laboratory, France) a été¢ diluée dans le verre de jus de fruit (orange ou pomme) du petit
déjeuner. Les recommandations frangaises pour une population adulte sont de 600 a 800 UL/j.
Nous avons proposé chez ’adolescent obése des doses correspondant a 4000 Ul/j selon les
¢tudes récentes de Belanchia et al (Belanchia et al., 2013) et Holick (Holick, 2013). Dans
I’¢tude de Belanchia et al (2013), chez des adolescents obeses, les taux de 25 (OH)D
plasmatiques étaient corrigés apres une supplémentation de 6 mois, a la dose de 4000 Ul/j, sans

effet secondaire rapporté.

1.5 Enquéte alimentaire

Une enquéte alimentaire sur une période de 3 jours consécutifs a été réalisée et analysée
par des diététiciennes (Annexe 1). Les apports nutritionnels habituels, évalués a I’aide d’un
questionnaire sur ses habitudes alimentaires avec une analyse des apports journaliers en

vitamine D et en calcium ont également été notés (Annexe 2).

1.6 Evaluation des paramétres anthropomeétriques

Le bilan anthropométrique a été déterminé a partir d’une évaluation de la composition

corporelle par absorptiométrie biphotonique a rayons X (Service de Médecine Nucléaire —
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appareil : HOLOGIC QDR 2000 — Discovery). Cette technique a double source de rayonnement
X tres peu irradiante, a permis de mesurer les masses maigre, grasse et osseuse (en grammes et
en pourcentage) des adolescents participants aux études. L’IMC (Poids/Taille?, en kg.m™) et

I’IMC-Z score ont également été calculés (Rolland-Cachera et al., 1991).

1.7 Bilan biologique

Un bilan sanguin a jeun a été réalisé avec un prélevement de 40 ml chez tous les

adolescents (sauf pour les adolescents témoins de 1’étude 1).

1.7.1 Evaluation du profil glucido-lipidique (études 1 et 2)

Un bilan glucido-lipidique a permis d’évaluer les valeurs de glucose, HbAI1C,
triglycérides, cholestérol, LDL-C, HDL-C ; et la résistance a l'insuline a été évaluée a l'aide
d’un indice indirect: HOMA-IR (Matthews et al., 1985a) qui repose sur la glycémie et
l'insulinémie a jeun (HOMA-IR = [fasting insulin (ulU/mL) x fasting glycemia (mmol/L)] /

22.5).

1.7.2 Evaluation du statut inflammatoire (étude 2)

Les évaluations du statut inflammatoire (CRPus, IL-6, leptine, adiponectine, TNFa) ont

¢été réalisés dans les deux populations d’adolescents obeses et témoins de 1’étude 2.
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1.7.3 Evaluation du statut en vitamine D

Les parameétres du statut en vitamine D suivants ont ét¢ mesurés: 25(OH)D,,

parathormone (PTH) et calcium.

1.8 Evaluation de I’aptitude physique (études 1 et 2)

Un questionnaire Activités Physiques et Sportives mis en place par I’Institut Saint Pierre
(score 0 a 14) a été renseigné a I’entrée, puis a la sortie du centre. Les adolescents obéses ont
réalisé un test navette de 20m (Léger and Lambert, 1982) . Le nombre d’allers-retours effectués
lors du test, la fréquence cardiaque maximale ainsi que la perception de I’effort (Borg, 1982) a
chaque palier ont été notés. Pendant les séances (étude 1), les adolescents étaient munis de Polar
S810 afin de contrdler I’intensité. A la fin de leur prise en charge interventionnelle, les
adolescents ont également renseigné une échelle de motivation a la pratique physique a des fins
de santé (Boiché et al., 2016) pour mieux les orienter vers la pratique de telle ou telle activité

physique a leur sortie du SSR.

1.9 Bilan de pigmentation de la peau (étude 2)

L’absorption de la Vitamine D est en effet dépendante de la pigmentation de la peau, la
mélanine empéchant les photons UVB d’atteindre le 7-dehydrocholesterol (Armas et al, 2007).

Les sujets ayant une peau foncée présentent des taux plus faibles de 25-OH(D) (Ashraf et al,
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2009). Ainsi Reyman et al (2014) ont-ils trés récemment classé leurs adolescents obéses et
contrbles selon 3 tons de pigmentation de la peau. Nous avons adopté cette classification :

pigmentation claire, intermédiaire et foncée.

1.10 Evaluations vasculaires

1.10.1 Evaluation de la microcirculation cutanée

La microcirculation cutanée a été évaluée par les changements relatifs de la perfusion
sanguine microvasculaire cutanée griace aux technologies d’imagerie par laser Doppler
fluxmétrie (LDF ; Laser Doppler PF5010, Perimed, France) dans 1’étude 1 et par laser Doppler

(laser Doppler imaging, LSCI, PeriCam PSI System®, Perimed) dans I’étude 2.

La dynamique des changements relatifs de perfusion sanguine microcirculatoire sur une
petite surface de la peau peut étre mesurée grace a des stimuli vasoactifs. Il est possible
d’observer des phénoménes de vasoconstriction ou de vasodilatation grace a des procédés de
chaleur ou de froid, appliqués sur corps entier ou de facon localisée (Holowatz et al., 2008;
Minson et al., 2002), un test PORH (Wong et al., 2003), ainsi que par la technique de
iontophorése qui consiste a délivrer des agents pharmacologiques vasoactifs grace a un courant
de trés faible intensité, ou encore, par microdialyse intradermique (Roustit and Cracowski,

2013a).

Principe du Laser Doppler
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Figure 19. Principe du Laser Doppler.

Le Laser Doppler utilise 1’effet Doppler appliqué a un rayon laser (Light Activation by
Stimulated Emission Radiation), faisceau lumineux monochromatique continu de longueur
d’onde élevée et peu pénétrante (échantillonnage superficiel de 1 a 3 mm), et qui permet la
détection de flux lents. Le faisceau émis par la sonde traverse les différentes sous-couches
cutanées jusqu'au niveau des vaisseaux de la microcirculation cutanée. Contrairement aux
cellules immobiles, les cellules sanguines en mouvement réfléchissent les ondes en modifiant
leur longueur d'onde : c¢’est 1’effet Doppler. Un faisceau laser de faible énergie est transmis au
tissu par une sonde a fibre optique. La lumiére réfléchie est analysée, la vitesse et le nombre
relatif de globules rouges dans les tissus sont calculés et exprimés en unités de perfusion

sanguine.

Le laser Doppler fluxmétrie (LDF) consiste a fournir un index de la perfusion
microvasculaire cutanée instantané, calculé a partir des changements de signaux, en provenance

de la lumiére réfléchie par les globules rouges en mouvement dans les microvaisseaux sur un
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point de mesure ne dépassant pas Imm?. Or, I’hétérogénéité régionale de la perfusion cutanée

imputée a son anatomie propre peut induire un biais de reproductibilité.

Plus récemment, la technologie LSCI a fait son apparition. Cet outil permet de visualiser
la perfusion sanguine au niveau microvasculaire de maniére non-invasive avec une résolution
¢levée et une reproductibilité supérieure a celle obtenue par fluxmétrie laser Doppler (Roustit
et al., 2010; Tew et al., 2011). La technique LSCI utilisée pour I’étude 2 repose sur le principe
de la lumicre réfléchie par un objet éclairé par une lumiére laser. La lumiére rétrodiffusée fait
apparaitre des zones sombres et lumineuses dessinant un mod¢le également appelé « motif

moucheté » basé sur I’imagerie a granulométrie laser - effet Speckle.

Non-visible laser for measurement Color camera

Visible laser for area marking Detoctor camera

—_—

i,

Figure 20. Principe du Laser Speckle Contrast Imaging.

Une caméra a faisceau laser est alors utilisée pour enregistrer les mouvements des
globules rouges en circulation dans les microvaisseaux. Le motif moucheté apparent reflétera
la dynamique des changements de la perfusion sanguine cutanée de la zone analysée, et qui est

variable en fonction des stimuli. La valeur de perfusion tissulaire mesurée avec LSCI est
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exprimée en unités arbitraires de perfusion (PU), et augmente avec l'augmentation du

mouvement des tissus (Briers et al., 2013).

Les images observées respectent un code couleur selon la perfusion sanguine du tissu,
I’échelle de perfusion entre 0 (moins perfusé) et 300 PU (plus perfusé), avec 0-50 PU en noir,
50-100 PU en bleu foncé, 100-130 PU en vert, 130-170 PU en jaune, et >200 PU en rouge. La

profondeur de pénétration est environ 0,5 2 1 mm selon le tissu.

La sensibilit¢ de la mesure des mouvements dans les tissus est une limitation majeure
de la technologie LSCI. Les mesures sur de grandes surfaces cutanées, la distance de mesure,
ainsi que des mesures réalisées sur des zones présentant des courbures, constituent des biais qui
peuvent avoir une conséquence en termes de fiabilité et reproductibilité, des unités arbitraires

de perfusion sanguine cutanée (AU) exprimées.

Parmi les précautions a prendre afin d’éviter des erreurs de diagnostic en utilisation
clinique, il est recommandé de réduire le risque de mouvements aléatoires qui peuvent générer
des artefacts, et de paramétrer un temps d'acquisition d'image le plus faible possible, tout en
veillant & conserver une qualité d'image adéquate (Mah¢ et al, 2011). Pour un enregistrement
efficace des mouvements périodiques des tissus, les images doivent étre enregistrées en continu,
a partir de distances de mesures qui doivent étre comprises entre 15 et 40 cm. Enfin, les images
acquises ne doivent pas dépasser un angle supérieur a 45°, au risque d’enregistrer une

diminution au niveau de la perfusion sanguine mesurée (Zotterman et al., 2017).

Différents bilans mcirocirculatoires ont été réalisés :

1. Test PORH (Post-Occlusive Reactive Hyperemia) par LDF (étude 1)
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Apres I’enregistrement de 10 minutes en conditions basales, une ischémie de trois minutes
a été provoquée par la pose d’un brassard automatique positionné au niveau de 1’avant-bras
et gonflé a 250mmHg. Aprés trois minutes d’occlusion, le brassard était dégonflé
rapidement, et la réponse hyperémique post occlusive (PORH) était alors enregistrée

pendant 10 minutes.
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Figure 21. Représentation du flux microvasculaire cutané mesuré par laser doppler fluxmétrie
lors d’un test d’hyperémie réactive post-occlusive. Schéma d’aprés Cracowski et al., Cracowski
et al., 2006) (Roustit and Cracowski, 2013Db).

Lors de ce test, plusieurs facteurs rentrent en jeu. Les nerfs sensitifs par la mise en jeu
d’un réflexe axonal semblent impliquer dans le pic de réponse a I’hyperémie et dans son
décours. Des médiateurs locaux en relation avec les canaux potassiques calcium-dépendants
(BKCa) semblent jouer un role majeur, suggérant aussi que I’EDHF (endothelium derived
hyperpolarizing Factor) puisse étre impliqué. Par contre, I’implication des prostaglandines est

controversée et celle du monoxyde d’azote (NO) semble étre inexistante.
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Figure 22. Pattern de perfusion cutanée pendant et immédiatement aprés une occlusion au
niveau des artéres de conduit :Voies impliquées dans la réponse. En grisé : ne semblent pas
impliquées. D’aprés (Roustit and Cracowski, 2013b).

Abréviations : A1/A2, adenosine Al and A2 receptors; AA, arachidonic acid; AC, adenylate
cyclase; AT1, angiotensin II receptor type 1; BKCa, large-conductance Ca2+-activated K+
channel; CGRP: calcitonin generelated peptide; COX, cyclooxygenase; CYP, cytochrome
P450; EETs, epoxyeicosatrienoic acids; eNOS, endothelial NO synthase; HETE,
hydroxyeicosatetraenoic acid; IP, prostacyclin receptor; LOX, lipoxygenase; NO, nitric oxide;
PGI2, prostacyclin; PKG, cGMP-dependent protein kinase or protein kinase G; PLAZ2,
phospholipase A2; ROS, reactive oxygen species; sGC, soluble guanylyl cyclase; THETA,
trihydroxyeicosatrienoic acid; TRPV 1, transient receptor potential vanilloid receptor.

D’apres Rossi et al (2006), le relachement des cellules musculaires lisses vasculaires en
réponse a la réduction de la pression transmurale dans les vaisseaux distaux de 1’occlusion

pourrait également étre impliqué dans la réponse PORH.

2. Tests de vasoréactivité micrcoirculatoire par iontophorése avec LSCI (étude 2)
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La technique d’iontophorese est une technique qui permet de mesurer les changements de

la vasoréactivité microvasculaire cutanée dus a des stimuli pharmacologiques ou
physiologiques. Grace a un courant de faible intensité, cette technique permet I’administration
transcutanée de principes vasoactifs qui ciblent spécifiquement des récepteurs ou des voies

impliqués dans la régulation microvasculaire.

Les molécules sont simplement déposées sur la peau e t 1’application d’un courant de
faible intensité facilite le passage des molécules a travers la peau. Les effets des molécules sur
les micro-vaisseaux sous-cutanés sont ensuite analysés a 1’aide de la technique du LSCI, qui
forme a partir de la lumiére rétro-diffusée de la peau éclairée par une lumiére laser, un motif
aléatoire constitué de zones de contrastes. Ce motif appelé figure de granularité subit des
modifications dans le temps en fonction des mouvements des globules rouges dans le tissu.
Dans le systeme LSCI utilisé lors du protocole expérimental, une caméra CCD a enregistré les
variations de contraste de la figure de granularité (Lindahl et al., 2013) . La charge totale (durée
+ intensit¢) d’application du courant utilisée pour faciliter la délivrance transcutanée de
I’acétylcholine et du nitroprussiate de sodium a été adaptée afin d’éviter un risque de « brilure »
superficielle en cas d'utilisation prolongée ou d'application de courant de trop forte intensité,
mais aussi, afin d’éviter un effet de vasoréactivité courant dépendant (Tesselaar and Sjoberg,
2011). Pour ce type d’applications, les seuls effets rapportés sont des picotements qui peuvent
&tre ressentis sur la zone d’application. 11 s’agit d’une technique d’étude de la vasoréactivité au
niveau microcirculatoire est non-invasive et non douloureuse (seuls des picotements au niveau
cutané sont parfois ressentis), ce qui facilite son utilisation chez un grand nombre de patients

dont les enfants.
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Figure 23. Systeme de délivrance transcutanée de substances vasoactives et caméra LSCI.

Certains facteurs influengent le transport iontophorétique (Iredahl, Tesselaar, 2015).
- Propriétés physico-chimiques (charge molécule, ionisation, polarité : anode — cathode)

- Paramétres électriques (polarité, quantité courant : effet courant)
- propriétés de la peau (épaisseur et résistance peau)

Des ¢études se sont intéressées a différencier les effets courant et substance lors d’essais avec la
technique de iontophorése. Ces études ont permis de conclure qu'il est possible d'obtenir des
réponses significatives a diverses drogues en évitant des effets non spécifiques importants. Pour
cela, il est primordial de limiter I’intensité du courant pendant I'iontophorése a 0,02 mA (0,013
mA / cm2) et la charge iontophorétique totale qui ne doit pas excéder 12 mC (7,8 mC / cm2).

La charge iontophorétique est calculée de la facon suivante :

Charge exprimée en millicoulombs (mC) = intensit¢ du courant exprimée en amperes (A) x
temps exprimé en secondes (s) voir Tesselaar and Sjoberg, 2011 pour charge optimale pour

¢viter effet-courant (Loader et al, 2017).
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Egalement, la préparation des solutions de concentrations de diverses substances doit respecter

une dissolution a 1% ; celle-ci sera réalisée avec une solution saline (Loader et al, 2017).

Le protocole mise en place dans 1’étude 2 a donc été le suivant :

L’évaluation de la microcirculation a été réalisée dans une pi¢ce calme a neutralité
thermique (23°C-24°C12). Le positionnement de la sonde, au niveau de la face interne de
I’avant-bras, était réalisé sur peau saine, et éloignée du réseau de veines superficielles. Afin de
garantir la fiabilité de I’interprétation des mesures de la microcirculation, le repérage des sites
de mesures était réalisé pour respecter les mémes sites en pré et en post 3 mois. Les adolescents
a jeun depuis 3 h ne devaient pas avoir pratiqué des exercices physiques ni consommer tout
médicament susceptible de modifier le débit cutané (Tibiriga et al., 2011). Aprées une période
de repos de 15 minutes en position allongée, la PA et la FC étaient mesurées et I’enregistrement

des perfusions cutanées débutait.

Aprées une période repos de 10 min, avec le bras en position horizontale au niveau du cceur, le
flux sanguin microcirculatoire de repos a ét€¢ mesuré pendant 2 min. Selon les recommandations
de Loader et al (2017), la réponse vasomotrice a été évaluée suite a 1I’infusion d’acétylcholine
(endothélium-dépendant) (courant anodique, 1 dose de 0.02mA pendant 200s) et de sodium
nitro-prussiate (endothélium-indépendant) (courant cathodique, 1 dose de 0.ImA 0.02mA

pendant 400s).
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1.10.1.1 Variables et expression des résultats

Les valeurs basales et maximales de flux cutané (CBF et peak CBF respectivement) ont
été enregistrées et exprimées en PU (unités arbitraires internationales), et le pourcentage de
variation de la valeur basale a la valeur pic a été¢ exprimé. Les données ont également été
exprimées en valeurs de conductance vasculaire (CVC), calculées en divisant CBF en PU par
la pression artérielle moyenne en mm.Hg™!' pour prendre en compte les différences de PA inter-
groupes (Roustit and Cracowski, 2013) Enfin, la réponse totale de I’hyperémie reactive post-
occlusive (PORH) a été déterminée en calculant I’aire sous la courbe (AUC) de la réponse

hyperémique.

1.10.2 Evaluation de la macrocirculation (étude 2)

De nombreuses techniques non invasives, indispensables des lors qu’il s’agit d’évaluer
des enfants, sont disponibles pour 1’exploration des artéres de conduit. Seules les méthodes

utilisées dans le cadre des travaux de thése sont présentées.

Les explorations au niveau macrovasculaire ont été réalisées par échocardiographie Doppler.
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Figure 24. Images d’artére brachiale analysées par imagerie écho doppler avec une sonde

d’échographie doppler au repos et lors d’un test d’hyperémie réactive post occlusive.

Le bilan vasculaire a été réalisé par échographie-Doppler au niveau de la macrocirculation
pour une durée totale d’environ 45 minutes. L’enregistrement des images échographiques en
2D a été réalisé avec un appareil de type Esaote My Lab (MyLab30, Esaote SpA, Firenze, Italie)
en utilisant une sonde linéaire dot la fréquence était de 10Mhz. Aprés une période en position
allongée de 15 minutes, et le sujet installé en décubitus dorsal, les évaluations ont été réalisées
au niveau des arteéres du cou et des membres supérieurs, en position allongée. Dans un premier
temps, un bilan morphologique a été réalisé par échographie simple. Dans un second temps,

1”état fonctionnel de la paroi est analysé a I’aide d’une épreuve d’hyperhémie post-ischémique.
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e Mesure de I’ensemble intima-média (EIM)

La mise en évidence de 1’augmentation d’épaisseur intima média lors d’un examen
¢chographique a une valeur prédictive de risque cardiovasculaire qui présente un intérét
diagnostic chez de nombreuses populations a risque dont les personnes souffrant d’obésité
(Juonala et al, 2015). En effet, ’augmentation de ’EIM est associée a de nombreux facteurs de
risque cardio-vasculaire (Cote et al, 2015. L’épaisseur propre de 1’intima étant trop faible pour
déterminer une interface précise, la premiere couche repérée en échographie correspond en fait
a la superposition de I’intima et de la média. La précision et la reproductibilité¢ de la mesure
d’épaisseur du complexe intima-media sont essentielles d’ou I’importance de suivre le

consensus de Mannheim (Touboul 2012).

L’épaisseur intima-media de la carotide commune droite a été ainsi détectée de fagon
automatique selon les recommandations de Mannheim (Touboul 2012), I’EIM a été moyennée

sur 6 cycles cardiaques.

e Compliance artérielle carotidienne

L'¢lévation de la rigidité artérielle est un autre facteur de risque majeur pouvant servir
d’indicateur pronostic clinique pour améliorer le diagnostic et la prise en charge thérapeutique
chez les populations a risque (Cote et al, 2015). L’augmentation de la rigidité artérielle entraine
une diminution de la compliance/distensibilité qui se traduit par une moindre capacité des
artéres a se laisser distendre sous 1’effet d’une pression. La souplesse de la paroi artérielle joue
un role essentiel dans la transformation du flux aortique pulsé en un écoulement capillaire
continu, alors qu’une perte d’élasticit¢ de la paroi artérielle aura pour conséquence un

accroissement significatif de la pression artérielle pulsée. Pour ces raisons, la mesure de la
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rigidité artérielle est importante aussi bien pour la prévention que pour le traitement des
maladies cardiovasculaires. L’¢lasticité de la paroi artérielle peut étre mesurée indirectement
sur un segment artériel par la vitesse de propagation de I’onde artérielle; ou bien directement,
en termes de compliance et de distensibilité, a partir des variations de diameétre au cours du

cycle cardiaque et de la mesure simultanée des variations de pression.
compliance (mm?.mmHg™") = X Dsys? — Dgia®))/4 x PP
avec PP : pression pulsée (Tounian et al., 2001a)

Les diametres télédiastoliques (Dgia) et (Dsys) ont €té mesurés de la paroi antérieure a la paroi

postérieure (selon Corretti ,2002).

e Fonction endothéliale vasomotrice au niveau de ’artére brachiale

Une épreuve d'hyperhémie post-ischémique a été réalisée. Cette approche, largement
validée et faisant 'objet de consensus méthodologiques, consiste & mesurer les variations
de diamétre induites sur l'artére brachiale par une ischémie transitoire (cinq minutes)
imposée a I’avant-bras. Ce test est complété par une contre-épreuve aux dérivés nitrés.
Briévement, 1’évaluation de la vasomotricité au niveau de 1’artére brachiale a été réalisée
selon le protocole explicité figure protocole d’évaluation de la fonction vasculaire au niveau

macrocirculatoire (Figure 25).
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Figure 25. Schéma évaluation de la vasomotricité au niveau de 1’artére brachiale.

L’évaluation de la vasorelaxation dépendante (FMD) et indépendante (DN) a été

appréciée a 1’aide des variations de diamétres exprimées de la fagon suivante :

Vasorelaxation endothélium-dépendante ou -indépendante (%) = 100 [(diametre maximal post-

ischémie ou post-prise de trinitrine — diamétre de repos) / diamétre de repos]

Le stimulus majeur du FMD est le stress de cisaillement d’ou la recommandation

d’indexer le FMD par la vitesse de cisaillement (shear rate) (FMD/SR) (Betik 2004 ; Pyke

2004), avec SR (s- 1) =4 x Vitesse moyenne (cm/s) / diamétre (cm) (Wray et al., 2005).
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Tableau 5. Récapitulatif des bilans réalisés et des variables mesurées dans les 2 études.

Matériels et Méthodes Etude 1 Etude 2

Variables mesurées MCT vs HIIT VIDADO

Nombre de sujets
Adolescents obéses inclus 29 26
Adolescents normo-pondérés inclus 16 23

Bilan Biologique

glucidique: glycémie, HOMA-IR et HbA1C X X
lipidique: triglycérides, cholestérol (total, HDL, LDL) X X
Marqueurs inflammatoires : CRPus, IL-6, leptine, X
Adiponectine
Statut en VitD : 25(0OH)D, PTH, calcium ~
Bilan anthropométrique
IMC, IMC Z score X X
DEXA X X
Test navette 20m (chez les seuls AO)
Nombre de 20m X X
FC max X X
Enquétes Alimentaires
Apports sur 3 jours X
Vitamine D et calcium X
Pigmentation de la peau X
Bilansvasculaires
Bilan microcirculatoire
PORH (par LDF) X
. lontoAChetSNP(parisc) . X
Bilan macrocirculatoire
Compliance et IMT carotidienne X
FMD et DN X
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2. Traitement statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels MedCalc (bvba, Mariakerke,
Belgium) (Articles 1, 3 et 4) et R (R Core Team (2017) (Article 2). La distribution normale des
données a été testée a partir du test de Kolmogorov-Smirnov et ’homogénéité des variances

avec le test de Levéne.

Pour I’étude 1, les variables qui ne présentaient pas une distribution normale ont été log-
transformées afin d’approcher la normalité en vue des traitements statistiques des données
transformées. Le test t de student pour groupes non appariés a été utilisé pour analyser les
différences inter-groupes avant intervention et pour analyser les variations post-intervention
inter-groupes. Alternativement, le test ANOVA a mesures répétées a deux facteurs (groupe x
temps) a été utilisé afin d’identifier les différences significatives entre les groupes pour
I’ensemble des variables, et le test de Tukey a permis de faire des analyses post-hoc quand cela

¢tait approprié.

Pour I’étude 2, le nombre prévu de personnes a inclure dans la recherche a été calculé a
partir de la différence observée par Chitalia et al. (2014) avant et aprés supplémentation en
vitamine D sur FMD, a savoir une différence de 0.03 avec un écart-type de 0.035. Avec une
puissance fixée a 80% et un risque alpha de 5%, un effectif de 22 sujets par bras de
randomisation était nécessaire pour mettre en évidence ’effet VD sur FMD. Au vu de la taille
des groupes (<30), des tests non-paramétriques ont été utilisés. Le test de Mann-Whitney a été
utilisé pour étudier les différences entre obése et témoins et entre les groupes d’obéses a
I’inclusion. Pour identifier les effets du programme interventionnel, un test des rangs de

Wilcoxon a été utilisé. Enfin, les relations entre les différentes variables ont été mises en
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¢vidence par le coefficient de corrélation de Spearman). Les données ont été exprimées en

moyenne, en médiane et dispersion, et la valeur alpha de p<0.05 était considérée significative.
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3.1 Etude 1

Effects of Exercise Intensity on Microvascular

Function in Obese Adolescents
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Résumé :

L’augmentation récente de la prévalence de 1’obésité chez les jeunes est une
préoccupation a 1’échelle mondiale, et pose en terme de santé publique, le probléme du risque
de maladies non transmissibles telles que le diabéte et les maladies cardiovasculaires, avec des
processus athérosclérotiques aux effets délétéres pouvant survenir a un age précoce (Serdula et
al., 1993; 2017). Récemment des études sur I’évaluation de la réactivité macrovasculaire chez
les enfants et adolescents obéses ont rapporté une fonction endothéliale préservée (Charakida
et al., 2012a; Montero et al., 2014a; Ryder et al., 2016) mais une altération de la fonction des
muscles lisses vasculaires (Aggoun et al., 2008a; Montero et al., 2014a; Tounian et al., 2001a).
A ce jour, la fonction microvasculaire a été peu explorée chez les enfants obéses, avec des
résultats controversés (Chin et al., 1999a; Monostori et al., 2010a; Montero et al., 2014a;
Schlager et al., 2011a). En paralléle, bien que les effets positifs de I’activité physique, et plus
particulierement de I’entrainement de type aérobie sur de nombreux parameétres de santés sont
connus (Strasser, 2013), la modalité et I’intensité de 1’exercice les plus efficaces chez les enfants
et adolescents obéses ne sont pas clairement établies. Cette étude s’est proposée de comparer le
phénotype microvasculaire des adolescents obéses et normo-pondérés, et de déterminer quelle
modalité de programme d’activités physiques (MCT, pour entrailnement modéré de type continu
ou HIIT, pour entrainement intense intermittent) est la plus efficace pour améliorer les

parametres de santé et la fonction microvasculaire chez les adolescents obéses.

La composition corporelle, le profil métabolique, la condition physique et le flux cutané,
mesuré par laser Doppler fluxmétrie, au repos et durant la phase hyperémique réactive post-
occlusive ont été mesurés avant et aprés un programme interventionnel chez 29 adolescents
obeses. Seize adolescents ont suivi un programme HIIT et 13 adolescents un programme MCT

combiné a une diéte hypocalorique. Seize adolescents normo-pondérés ont été inclus a I’étude
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pour mettre en évidence d’éventuelles dysfonctions microcirculatoires chez les adolescents

ob¢ses avant le programme.

Les principales caractéristiques des populations étudiées avant les programmes
interventionnels sont rapportées dans le tableau 1. Les groupes d’adolescents obéses entrainés
(MCT et HIIT) étaient appariés en age ainsi qu’au niveau des parameétres anthropométriques

(IMC, IMC z-score, masse grasse et masse maigre).
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Table 1: General clinical characteristics in obese adolescents.

MCT HIT
(n=13) (n=16)
before after before after

Demographic parameters
Age (years) 150 = 16 152 £ 17 150 £ 14 152 = 14
Gender (males/females) 49 4/12
Clinical parameters
Height (cm) 1652 + 122 1652 = 12.2 1628 = 88 163 = 89
Weight (kg) 932 = 144 859 = 12.3* 93.1 = 14 869 = 114*
BMI (kg/m?) 340 £ 1.0 314 = 1.2¢ 350 £ 30 326 £ 27*
BMI z-score 39 £ 04 35 £ 04* 40 = 05 37 £ 04
Fat mass (%) 482 £ 58 460 = 6.7* 494 =+ 33 465 = 53*
Abdominal FM (%) 548 = 5.1 517 £ 6.5* 566 £ 38 532 £ 5.7
Gluteal FM (%) 522 £ 6.1 505 £ 6.9* 553 £ 43 530 £ 5.3*
Lean mass (kg) 46.1 = 116 452 = 117 442 = 82 436 = 83
Systolic blood pressure (mmHg) 115.0 = 109 1143 = 8.0 117.1 £ 77 1179 £ 538
Diastolic blood pressure (mmHg) 67.8 = 83 609 = 43* 63.1 £ 49 634 =53
Mean blood pressure (mmHg) 835 = 83 787 = 5.0 8I.L1 = 41 815 =42
Resting HR (bpm) 683 = 85 628 = 10.5* 739 =+ 84 686 = 11.0*
Performance test
Maximal HR (bpm) 1945 = 63 1925 £ 7.9 1934 £ 78 1994 = 8.2
Number of 20m 319 = 128 363 £ 137* 243 £ 94 309 = 11.0*
Metabolic markers
Glycemia (/L) 07 = 0.1 08 = 0.0 08 = 0.1 0.7 £ 0.1
Insulin (pU/ml) 109 = 44 113 +: 5.5 94 =52 84 £ 39
HOMA-IR 20+ 10 22 £ 11 1.7 £ 1.0 15 £ 07
Triglycerides (g/L) 08 = 03 09 = 0.3* 06 = 0.1 08 = 0.3*
Total cholesterol (g/L.) 1.7 £ 04 14 = 04 14 =02 14 £ 02
TG/HDL 16 = 0.6 20 = 0.6* l6 = 07 19 = 09*

MCT, moderate continuous training; HIIT, high-intensity interval training; BMI z-score, body
mass index-Z score; HR, heart rate; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance; TG, triglycerides; HDL, high density lipoprotein

Data are expressed as means = SDs. *, significant difference between before and after

intervention, p<0.05.
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Aprés 3 mois et indépendamment de la modalité d’entrainement, les programmes
interventionnels ont eu des effets bénéfiques sur le poids, I'IMC, I'IMC z-score et la masse
grasse (totale, abdominale et glutéale). Ces résultats similaires entre MCT et HIIT ont été
obtenus avec un cout énergétique 37% inférieur lors des sessions HITT. La pression diastolique
a diminué exclusivement dans le groupe d’adolescents obéses MCT. Les niveaux de
triglycérides (TG) ainsi que le rapport TG/HDL ¢taient augmentés aprés 1’intervention
indépendamment des modalités d’entrainement (MCT et HIIT). Enfin, le cholestérol total était
diminué pour le seul groupe MCT; cependant, les changements des valeurs de cholestérol,
mesurés avant et aprés intervention (exprimés en pourcentage), ne présentaient pas de

différence significative entre les groupes.

Les valeurs de perfusion basale (unités de perfusion sanguine au repos, en PU) ne
présentaient pas de différence significative entre les adolescents obéses et controles. Les valeurs
de pic de perfusion (p=0.014) en PU (unité de perfusion arbitraire internationale), les valeurs
de pic de conductance vasculaire cutanée (CVC) (p=0.012) ainsi que 1’aire sous la courbe
(AUC) (p=0.015) étaient supérieures chez les adolescents obéses par rapport aux adolescents
normo-pondérés. Ces réponses supérieures chez les obéses pourraient étre le résultat de

phénoméne compensatoire pour maintenir une fonction microcirculatoire normale

Apres 3 mois d’intervention, les valeurs de perfusion basale ont eu tendance a augmenter
quel que soit le groupe d’entrainement chez les adolescents obeses (p=0.074) suggérant un
possible phénoméne d’angiogénése. Les valeurs de pic de perfusion, pic CVC et AUC n’ont
pas changé quelle que soit la modalit¢ d’entrainement. Toutefois, les rapports pic de
perfusion/perfusion basale ont diminué dans les deux groupes (MCT et HIIT) sans interaction
intergroupe. Ces résultats de variables microvasculaires ont été maintenus aprés un ajustement

du colt énergétique moyen des modalités d’entrainement respectives.
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ABSTRACT

The optimal exercise modality for the improvement of health-
related parameters and microvascular function in obese ados
lescents is not yet fully understoad. Therefare, this study aimed
to 1) compare the microvascular phenotype of abese and
normal-weight adolescents; and 2) to determine the effects of
a lifestyle intervention including three months of moderate
continuous training (MCT) or high-intensity interval training
(HIIT) on health-related parameters and microvascular function
in 29 obese adolescents. Body composition, metabolic profile,
aerobic fitness and cutaneous blood flow, measured using laser
Doppler flowmetry at rest and during post-occlusive reactive
hyperemia, were assessed prior to and following lifestyle inter-
wention. Sixteen normal-weight adolescents were included as
reference controls for baseline microvascular parameters. At
baseline; obese adolescents had higher peak blood flow, peak
vascular conductance and area under the curve for post-occlu-
sive reactive hyperemia than normal-weight adolescents. Con=
versely, peak blood flow, peak vascular conductance and area
under the curve data remained unchanged after MCT and HIIT
without intergroup differences. However, the peak/basal blood
flow ratio decreased in both MCT and HIIT groups without any
interaction between groups due to basal CBF increase (ten-

LAPEL dency p - 0.074). Exercise training, whatever the modality,
74 rue Louis Pasteur d - A
5 oes not improve peak microcirculatory function.
Avignon, 84000
Introduction

With an increasing prevalence, pediatric obesity is a current major
public health issue commonly presaging adult obesity and prema-
ture mortality [33]. Indeed, childhood obesity may promote ad-
verse atherosclerotic processes at an early stage [27]. Previous
studies that assessed macrovascular reactivity in obese children
and obese adolescents (OAs) reported preserved endothelial funce
tion [5, 26, 31] but impaired smooth muscle function [1, 26, 36].
Presumably, the deleterious impact of adiposity on the large artery
phenotype during the early stages of obesity may be associated
with hyperdynamic circulation causing functional adaptation at the

450

endothelial level [3, 16]. In contrast, studies on microvascular func-
tion in obese children and OA were scarce and reported controver=
sial results [6,24,26,32].

Although the health-related benefits of aerobic training in obese
individuals is well established, itis not yet clear which modality and
intensity of exercise is most effective in obese children. A growing
body of evidence demonstrated that high-intensity interval train-
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adolescents, HIIT mediated |arger decreases in systolic blood pres-
sure and greater increases in maximal oxygen uptake (VO;max)
than other forms of exercise [15].

Furthermore, HIT was associated with up to a twofold increase
in endothelial dilator function at the macrocirculatory level when
compared with MCT in adults with metabelic and cardiovascular
disease [29]. However, only Tjonna et al. [35] reported macrovas-
cular function improvement after HIT and a multidisciplinary
program in obese children, whereas no research has yet compared
the microvascular effects of HIT and MCT in obese young people.
Therefore, the present study aimed (i) to compare the microvascu-
lar phenotype of OAs and normal-weight adolescents; and
(ii) to determine the effects of a lifestyle intervention program
including three months of HIT or MCT on cutaneous microvascu-
lar reactivity, body composition, metabolic markers and aerobic
fitness in OAs.

Materials and Methods

Subjects

Twenty-nine OAs, aged 12-16 years, nonsmokers, not taking any
medications and without known cardiovascular or metabolic dis-
ease, were recruited from a pediatric weight management clinic.
Obesity was defined according to the age and sex-specific cut-off
points of childhood obesity as indicated by the International Obe-
sity Task Force [7]. Sixteen healthy normal-weight pubertal stage
and gender-matched adolescents (NVWs) were recruited from the
community te serve as reference controls for baseline microvascu-
lar parameters. To minimize the potential moderating effect of
physical activity, adolescents who participated in extracurricular
sports activities more than 2 h per week were notincluded. After
inclusion in the clinic, obese adolescents, whowere in different
classraoms, were assigned to either the HIIT group {n = 16) or the
MCT group {n=13) based on their study group at the school. In-
formed consent was obtained from the parents and adolescents.
The study protocol was approved by the local Ethics Committee
(No. ISRCTNG7 135720) and performed in accordance with the prin-
ciples outlined in the Declaration of Helsinki [ 18].

Intervention program

The OAs participated in a 3-month weight loss program consisting
of diet and exercise training managed by the pediatric weight cent-
er. Body composition, metabolic parameters, aerobic fitness and
microvascular function were assessed at baseline and after three
months of intervention. Daily throughout the clinical program, the
OAs received both standard and personalized balanced meals pre~
scribed by dieticians based on a balanced distribution of macronu-
trients (55 % carbohydrates, 15% protein and 30 lipids with less
than 10 % saturated fat). Their total daily food intake was calculated
to enable them ta reach a negative balance of 500 kcalfday.

The HIIT and MCT programs consisted of three supervised ses-
sions perweek over 3 months. Heart rate (HR) was monitored con-
tinuoushy during the training sessions (Polar 5810 monitor, Kem-
pele, Finland). The MCT program {including boxing and Nordic
walking) progressively increased in duration and intensity with an
exercise intensity beginning at about 40 min at 60 % of maximal HR

v C et al Effects of
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{HRmax} progressing to 60 min at 65-70 % of HRmax. After a
10 minwalking warm-up at 50 %=60 % of HRmax, the HIIT program
consisted of (4 to &) x (2 min to 2 min 30s) periods at 90-95% of
HRmax interspersed by 1 min 30s periods at 55 % of HRmax.

To enhance the adherence and enjoyment of the OAs, rather
than prescribing treadmill or bike exercise, the HIT modality con-
sisted of a more varied exercise protocol with two sessions of an
alternative training circuit that included variable upper and lower
limb exercises and one session of boxing. A cool-down period of 5
to 10 min terminated the session.

Total exercise durations ranged from 40 to 60 min in the MCT
group and from 24 to 32 min in the HIT group.

The training energy cost was estimated by the following predic-
tive equation [3].

Energy cost = (({( MR reserve x VO;mMax x 21){100)/4.18) x ex-
ercise duration) = ({basal metabolic rate x exercise duration)f1440)
[17]: with exercise duration {in min), VO, max (in L.min=') estimat-
ed by the Léger and Lambert eguation [23], and basal metabalic
rate (in kcal) estimated by the Harris Benedict equation [13].

Measurements

Body composition and anthropometric assessment

Bady mass index {EMI)was calculated as weight in kilograms divid-
ed by heightin square meters (kg.m-2); and BMI z-scores were also
calculated. Body composition was assessed by dual-energy X-ray
absorptiometry (QDR 2000 - Riscovery, Hologic, Bedford, MA,
USA).

Blood chemistry

Fasting blood samples, assessed only in OAs, were collected to de-
termine plasma glucose, plasma insulin and lipid profile. Insulin re-
sistance was estimated by calculating the homeostasis model as-
sessment of insulin resistance (HOMA-IR) index [8].

Exercise performance

The DAs performed the 20-meter shuttle run test [23]. Heart rate
(HR) was monitored throughout the test (Polar S810 monitor, Kem-
pele, Fintand). Initial running speed was 8.0km.h-* and increased
by 0.5 km.h-! every minute, Adolescents were instructed and en-
couraged to complete as many stages as possible until volitional
exhaustion.

Microvascular function and blood pressure
Vascular measurements were performed after overnight fasting in
aquiet room at a controlled temperature between 22 and 240C. All
subjects had abstained from strenuous exercise for 24 h before the
test. Measurements commenced following 20 min of acclimatiza-
tion in the supine position, and heart rate and blood pressure meas-
urements were performed on the left arm by an automated system
(Dinamap, GE Medical Systemns, Milwaukee, W1, USA).
Assessment of cutaneous microvascular blood flow [CBF) was
performed using laser Doppler flowmetry (LDF) (Periflux PF 5000,
Perimed, Stockh Swed The si -point LOF technigue in-
i measuring changes

in microvascula
described in detai
conventional perfusio

ood flow was measured in
sing a thermostatic LDF probe
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with an effective surface of 0.95 cm? (PF 481, Perimed, Stockholm,
Sweden), on the volar surface of the right forearm. The local skin
temperature was standardized at 33°C.

The post-occlusive reactive hyperemia (PORH) test was per-
formed using the method previously described and validated [30].
Briefly, after the steady resting condition had been recorded for five
minutes, the cuff was inflated to 250mmHg for three minutes. After
the cuff released, skin reactive hyperemia was recorded for ten min-
utes. Basal CBF and peak CBF were recorded and expressed in PL.
Data were also expressed as cutaneous vascular conductance
(CVC), which was calculated by dividing CBF in PU by the mean ar-
terial pressure inmm.Hg'. In addition, the total PORH response was
determined by calculating the area under the curve {AUC in PUx
sec) of the hyperemic response.

Statistical analysis

The primary outcome variable was peak CVC during PORH. Sample
size was calculated by considering a type | error rate of 5% and a
power of 80 % based on the results of Tew et al. [34], which led to
a minimum same sample size of 10 subjects in'each group. Data
are presented as means + SDs. Statistical analyses were performed
using MedCalc software (bvba, Mariakerke, Belgium). Data were
tested for normal distribution using the Kolmegorov-Smirnov test
and for homogeneity of variances with Levene’s test. Each variable
not following a normal distribution was lag-transformed to approx-
imate normality. Baseline clinical, biochemical and exercise varia-
bles in MCT and HIT were compared using an independent t-test.
Baseline microvascular variables in obese subgroups (MCT-HIIT)
and NWs were analyzed using a one=way ANOVA. The two-way
(group x time) repeated-measures ANCOVA with total energy ex-
penditure as a covariable was used to identify significant within-
group differences in all variables. When appropriate, pairwise com-
parisons were made using Tukey's HSD post hoc test. An alpha value
of p<0.05 was considered significant.

Results

Effects of obesity

Clinical characteristics

The major clinical characteristics of the study population at base-
line are reported in » Table 1. Obese training groups (MCT and HIT)
were not different with respect to age, anthropometrics (BMI, BMI
z-score, fat and lean masses), or hemodynamics (blood pressure,
HR). Mo differences were observed for biochemical measurements
and performance variables.

Cutaneous microvascular reactivity

Basal microvascular variables were reported in » Table 2_ Peak CBF
in PU (p=0.014}, peak CVC (p=0.012) and the ALIC (p=0.015) were
higher in OAs than NWs. In contrast, there were no differences in
basal CBF between OAs and NWs_ Similarly, there was no difference
in microvascular reactivity between the two OA groups.

Effects of lifestyle intervention
Note that only the exercise training programs were different be-
tween the HIT and MCT groups.

452

Clinical characteristics

»Table 1 presents clinical characteristics before and after lifestyle
intervention. Independent of exercise modality, the lifestyle inter-
vention had beneficial effects on weight, BMI, BMI z-score and fat
mass (total, abdominal and gluteal). Diastolic blood pressure de-
creased only in the MCT group. Concerning biochemical measure-
ments, triglyceride levels and triglyceridesfHDL ratios were in-
creased after both HIT and MCT. Total cholesterol was decreased
in the MCT group only.

Exercise performance

The HIT energy cost estimated by the predictive equationwas 37 %
lower than MCT (185 £ 37 kcalvs. 292 £64 keal per training session,
p<0.001 respectively). Whatever the training modality, resting HR
decreased after training whereas systolic blood pressure did not
change. The number of shuttles {20m) increased similarly after
both modalities of training (* Table 1) even after adjustment for
the mean energy cost.

Cutaneous microvascular reactivity

After the 3-month intervention, whatever the exercise training mo-
dality group, basal CBF tended to increase (p=0.074) (» Table 3).
Peak CBF, peak CVC and AUC did not change (> Table 3). However,
peak/basal CBF ratio decreased in both MCT and HIT groups with-
out any significant difference between the two groups. Note that
microvascular dataremained unchanged after adjustment for the
mean energy cost and for sex.

Discussion

The primary key findings of the present study are: 1) OAs exhibit
paradaxically highermicrovascular reactivity than NWs, and 2) both
exercise training modalities (MCT and HIIT) submitted to OAs re-
sulted in comparable decrease of the peakfbasal CBF ratio. Qur find-
ings add new evidence for even higher preserved microvascular
function in OAs than NWs and for microvascular remodeling with
aerobic training in OAs.

Although our finding of higher peak CVCin OAs is counterintu-
itive, the present result is in accordance with previous studies in
obese children by using the acetylcholine iontophoresis {24, 26],
hyperthermia [24, 26], or PORH approach [6,32]. The reasons ex-
plaining such results remain unclear. Although the availability of
nitric oxide (NO) has been reported to be diminished in obese chil-
dren [20, 36], the compensatory activities of other vasoactive
mechanisms could result in even higher preserved microvascular
reactivity. In a recent review, Cracowski and Roustit [10] reported
the imvolvement of sensory nerves and epoxyeicosatrienoic acids,
main endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHFs), con-
tributing to the peak and time course of PORH response, whereas
NO was not implicated. In accordance, the higher baseline PORH
response in OAs can be interpreted as signs of EDHF compensation
for impaired NO function in order to maintain endothelial function,
as suggested by Pati | physiological con-
iti in sti n, inducing nitric
tly to smooth mus-
nd then at an arteriolar
n resistance, the NO path-

level. In mntrast in condi
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» Table 1 General clinical characteristics in obese adolescents.

MCT HIT
(n=13) (n=16)
Before | After Before | After
Demographic par
Age (years) 15016 152217 150214 15214
Gender {males|females) 49 41z
Clinical parameters
Height {cm) 1652122 1652122 162.8288 16389
Weight {kg) 932+144 £5.92123"° 931214 869£11.4°
BA {ka/m?) 340£10 314212 350430 326£27°
BAY z-score 39+04 3.5204" 4.0205 37£04"
Fat mass [ ¥) 4B 2+58 46.0%67 " 494233 465£53°*
Abdominal FM (%) 54.8+51 51.7465"° 56.643.8 53.2+57°
Gluteal FM (%) 522461 50.5269° 55.3243 53.0:53°
Lean mass (ka) 46.1£11.6 45.2211.7 44 2282 436283
systolic blood pressure (mmHg) 115.0£109 114.348.0 1171277 117.9£5.8
Diastolic blood prassure (mmHg) 678483 60.924.3" 63.1249 £3.425.3
Mean bload pressure (mimHg) 83.5+83 78.725.0 B1.124.1 815242
Resting HR (bpm) GE3+85 62.8210.5" 739284 6B.6:11.0°
Performance test
Maximal HR (bpm) 1945263 192.5279 193.427.8 1994282
Number of 20m 319128 36.32137° 24.329.4 309:110%
Metabolic markers
Glycemia {gfL) 07001 0.820.0 0.820.1 0701
imsulin {pllfml) 108544 113255 942532 8.4:39
HOMA-IR 20+10 22211 1.721.0 15207
Triglycerides {g/L) 0.8£03 0.9:03" D620.1 08+03°
Total cholesterol {g/L) 1704 14204 14202 1402
TGIHDL 1606 2.0206" 1.620.7 1.9+09"*
MCT=moderate continuwous training; HIT = high-intensity interval training; BM| z-score=body mass index-Z score; HR =heart rate; HOMA-IR =homeo-
stasis model assessment of insulin resistance; TG =triglycerides; HOL = high density lipoprotein
Data are expressed as means# 50s. *=significant difference between before and after intervention, p<0.05.
* Table 2 Baseline microvascular variables.
A Obese training group P value W P value
MCT HIT MCT vs HIT NW vs all obese
Basal CBF {PL} 9.E+3.1 10.3£3.0 92£332 NS 10.0£34 NS
Peak CBF (PU) 59.5+27.6 52.3£233 6582303 ME 3EGL144 0.014
Paak CVC (PU/mmHg) 7632 6.9+2.6 81236 NS 50+1.9 0.012
Peak CBF/Basal CBFY 5928 53+26 66230 M 43812 0.0e2
AUC [PU x sec)® 2231+ 1557 1669£1152 26883£1722 NS 1124 £519 0.015
MCT =moderate continwous training; HIT = high-intensity interval training; NW = Normal-Weight; CBF { %) = cutaneous blood flow { ) OVC= cutane-
ous vascular conductance; AUC = area under curve. Values are expressed as mean 50,
§: log-transformed data to approach log-normality.

way may be altered to enhance endothelin-1 synthesis, leadingto  enhanced microvascular reactivity in OAs at baseline may under-
vasoconstriction and reduced blood perfusion. Microvascularfunc-  line the transitory compensatory peried during adolescence in
tion and insulin or HOMA-IR are not significant associated in OAs. obesity [25]). Fu researghis needadito assess the progression
The lack of relationship may be explained by the non-insulin resist-  of microvasc nof obese subjects.
antstate of the OAs [22]. There is increasing evidence that micro- Exercise trai se treatment. However,
vascular dysfunction precedes macrovascular dysfunction, reflect-  there is no conse xercise modalities that are
ing the early stages of vascular disease [2, 14]. In our study, the  most effective inimpr ometry, metabolism, aerobic
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»Table 3 Effect of exercise training on vascular variables in both training groups prior to and foflowing the 3-month intervention.
MCT Him Grou
Thisie P Interaction
Baseline 2 months Baseline 3 months effect effect

Basal CBF {PU)* 1M3x30 125454 92432 109434 0.074 0.316 0774
Peak CBF (PL) 523233 53.7+20.8 6584303 4554153 0129 0.682 0.083
Peak CVC 69226 59113 8.1+36 5.822.0 0174 0729 0.151
{PLi{mmHg)* 10
Peak CBF/Basal CBF 53136 45211 66430 39+0.9 0.002 0627 0.066
AL (PU x sec)® 1669+ 1152 1843+ 1021 268E£1723 273321559 o411 0.9 0.555
MCT =moderate continuows training; HIT =high-intensity interval training; CBF = cutaneous blood flow; OWC = cutaneous vascular conductance;
ALC =area under curve. Values are expressed as mean SD.
3: log-transformed data to approach log-normality.

fitness and vascular function. Our study showed that a 3-month
HHT and MCT have comparable positive effects on body composi-
tion and aerobic fitness in OAs. Our results on anthropometric out-
comes were in agreement with a meta-analysis of 6 trials [15]
comparing HIT with other forms of exercise in obese children. In
accordance with Corte de Araujo et al. [9] which have strictly
compared HIIT and MCT in obese children, we found comparable
improvemnent in aerobic fitness after HIT and MCT. Given the 37%
lower energy expenditure in HIT than MCT, HIT could be recom-
mended as an applicable exercise forimproving body composition
and aerobic fitness in childhood obesity.

Although aerobic training results in well-known macrovascular
benefits [12], relatively little data are available regarding microcir-
culation in child obesity. Montero et al. [26] studied the effect of
S-month lifestyle intervention including exercise training associated
with hypocaloric diet on microcirculatory function in OAs. The au-
thors did not report any effect of the intervention on peak CBF after
acetylcholine and sodiumenitroprusside iontophoresis as well as hy-
perthermia. Likewise, in our study, the peak CBF and the peak CVC
did not change after the training program whatever the modality.
However, the peak/basal CBF significanthy decreased in both groups
due to the basal CBF increase (tendency p=0.074). Itis feasible that
repeated whole-body exercise biouts that stimulate thermoregula-
tory cutaneous vasodilatation may induce remodeling, eitherin the
formof enlargement of small arterioles or increases in capillary den-
sity [17). Exercise training is known to be associated with increases
of angiogenic factors such as vascularendothelial growth factor and
hypaoxia-inducible factor [ 19]. In fact, Moares et al. [ 11] reported, by
means of intravital video-microscopy, improvement of capillary den-
sity with low-intensity aerobic training in patients with type 1 dia-
betes. In our study, the potential improvement in basal capillary den-
sity was not accompanied by changes in capillary recruitment dur-
ing PORH with exercise training because peak CBF did not increase.
Longer exercise training might be applied to improve microcircula-
tion function in OAs as previously reported [4, 34].

The present study has several limitations. First, the relatively
small sample size and the lack of randomization restrict the possi-
bility of extrapolation to awider population. Second, the LDF tech-
nique cannot measure absolute perfusion but rather uses an arbi-
trary perfusion unit. Third, MCT and HIT were not isocaloric; how-
ever, taking into account the difference in mean energy cost per
session as a covariable did not change ourresults. Finally. it remains
unclear which interventional factor caused the observed results
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because diet and exercise may both have a positive separate or syn-
ergic effect on anthropometric, metabolic and vascular profiles.
However, as all OAs had the same diet, only exercise modalities
were different between both OA groups, thus the observed chang-
es can be specifically attributed to training.

Conclusions

Higher PORH response at baseline in OAs may be the result of com-
pensatory mechanisms that may maintain normal microvascular
function. Despite the lower energy cost persession, HIT appeared
to be as effective as MCT to improve body composition, metabolic
markers and aerobic fitness in OAs. Conversely, 3 months of a fife-
style program with MCT or HIT combined with a hypocaloric diet
did not improve microvascular function. The improvernent in basal
CBF may be related to the angiogenic process associated with ex-
ercise training. Further studies are required to determine whether
longer and/or more intense weight loss programs can enhance
microvascular function in this population.
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TRANSITION

Notre étude 1 a montré que quelle que soit la modalité d’entrainement HIIT ou MCT,
I’entrainement a été efficace pour améliorer les paramétres de composition corporelle, les

parametres métaboliques ainsi que la condition aérobie des adolescents obeses.

Ces améliorations obtenues avec une durée d’entrainement inférieure en HIIT pourraient

favoriser la motivation et I’adhérence des adolescents obéses sur ce type d’exercices.

D’autre part, dans cette étude, nous nous sommes intéressés au seul territoire microcirculatoire,
or il a été démontré que les adolescents obéses peuvent présenter des altérations au niveau
macrovasculaire. La littérature rapporte également une déficience en VD chez les personnes

souffant d’obésité qui pourrait contribuer aux altérations cardiovasculaires.

Ce qui nous amene a nous poser la question suivante : est-ce qu’une prise en charge incluant
une alimentation contrélée et un programme d’activités physiques a dominante HIIT, combinée
a une supplémentation en VD pourrait produire un effet additionnel/synergique sur les

parametres de santé métabolique et vasculaire au niveau macro- et microcirculatoire ?

Les résultats de cette étude 2 — VIDADO ont été traités afin de répondre a 3 questions :

1) Y-a-t-il un effet additionnel/synergique d’une supplémentation en VD au cours d’une
prise en charge pour perte de poids sur les paramétres cardiométaboliques et le statut
inflammatoire chez les adolescents obeses ?

2) Y-a-t-il un effet additionnel/synergique d’une supplémentation en VD au cours d’une
prise en charge pour perte de poids sur la compliance artérielle et 1’épaisseur intima-
media ?

3) Y-a-t-il un effet additionnel/synergique d’une supplémentation en VD au cours d’une

prise en charge pour perte de poids sur les fonctions micro- et macrocirculatoire ?
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Article en cours de finalisation d’écriture
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Contexte- Hypothése et Principaux Résultats

Comme cela a été décrit dans la revue de littérature, 1’obésité infantile est associée a une
insuffisance en vitamine D (VD) et a des anomalies cardiométaboliques. Si les
recommandations de prises en charge de I’obésité des enfants incluent traditionnellement des
programmes d’activités physiques et une alimentation controlée, la question de 1’effet
additionnel/synergique d’une supplémentation en VD sur les paramétres cardiométaboliques se

pose.

Notre étude a inclu 26 adolescents obéses répartis en deux groupes, un supplémenté en VD et
un placebo. Tous les adolescents obéses ont suivi un programme associant un régime
hypocalorique et un programme d’entrainement HIIT adapté supervisé pendant 3 mois. Les 26
adolescents obeses ont été appariés avec 23 adolescents normo-pondérés, en fonction de I'age,

du sexe et du stade pubertaire (Flow chart).

Les adolescents obéses ont été randomisés en 2 groupes : 1’un avec une supplémentation en VD
de 4000 UI/ jour dans un verre de jus de fruits (n = 13) (OS) et ’autre sans VD dans le jus de
fruit (n = 13) (ONS). A I'inclusion, l'insuffisance 25(OH)D (25(OH)D <50 nmol / L) était plus
¢lévée chez les adolescents obéses (73%) que chez les adolescents normo-pondérés (22%).
Tous les facteurs cardiométaboliques adolescents obéses €taient altérés par rapport au normo-

pondérés.

Apres 'intervention de trois mois, tous les adolescents obéses du groupe supplémenté ont
atteint des taux adéquats de 25 (OH) D > 50 nmol, contre seulement 46% pour le groupe
placebo. L’intervention a permis d’améliorer les facteurs cardiométaboliques, le statut

inflammatoire et les performances physiques, mais la supplémentation en VD n’a pas eu d’effet
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supplémentaire. En prenant en compte uniquement les adolescents déficients en vitamine D (25
(OH) D <50 nmol / L) a I’inclusion, une corrélation significative entre la variation de la PTH

et de la CRP (p=0.02) a été trouvée dans le groupe supplémenté.
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Abstract

Background: Obesity in children is associated with vitamin D (VD) deficiency status and

cardiometabolic abnormalities.

Objective: Our trial aimed to analyze the effects of VD supplementation in a lifestyle program

submitted to obese adolescents.

Methods: Twenty-six obese adolescents (OA) and twenty-three normal-weight (NW) were
enrolled and matched on age, gender and puberty stage. OA followed a 3-month weight-loss
program combining a reduced caloric diet and interval training physical activity and were
randomized into two groups: a VD supplemented (4000 1U/d) (n=13) group (OS) and non-
supplemented (n=13) one (ONS). We measured the anthropometry parameters (BMI z-score,
fat mas , serum 25(OH)D levels and their associated factor (PTH, Ca) and cardiometabolic
factors (triglycerides, HDL, and LDL cholesterol, fasting glucose and insulin, homeostasis
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) index; diastolic, systolic and mean blood

pressure (DBP, SBP and MBP), inflammatory status) were evaluated before and after 3 months.

Results: At inclusion, 25(OH)D concentration was lower in OA than in NW. At baseline, VD
insufficiency (25(OH)D levels < 50 nmol/L) was higher in OA (73%) than in NW (22%). All
cardiometabolic factors of OA were impaired in comparison with NW. After the 3-month
lifestyle intervention, all OS achieved adequate 25(OH)D levels > 50 nmol against only 46%
for ONS. Intervention led to improve the cardiometabolic factors, inflammatory status and
physical performance, but VD supplementation did not have an additional effect. Taking only
the adolescents with vitamin D deficiency (25(OH)D < 50 nmol/L) at baseline, a significant
correlation between the change in PTH and CRP (p 0.02) in OS was reported while the increase

in 25(OH)D only tended to be correlated with the decrease in CRP.
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Conclusions: Vitamin D supplementation could reach an adequate status of 25(OH)D but its
gain when combined with a weight-loss program was limited on cardiometabolic factors in

obese adolescents.

Key words: lifestyle program, 25-hydroxyvitamin D, PTH, anthropometry, cardiometabolic

factors
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Introduction

Vitamin D (VD) deficiency and obesity are two major health concerns worldwide (Holick et
al., 2011). The increasing prevalence of early childhood overweight and obesity raises major
public health issues (Gonzalez-Gross et al., 2012) which needs improving lifestyle to avoid
further health diseases. Childhood obesity is strongly linked to cardiovascular risk factors,
dyslipidemia, insulin sensitivity, inflammatory and oxidative stress profiles (Alemzadeh et al.,
2008; Codotier-Franchet al. 2012; Reyman et al., 2005). To date, few studies have investigated
the VD potential positive effects on cardiometabolic risk factors in obese children and
adolescents, and conclusions were inconsistent. Javed and al. (Javed et al., 2015b)2015) showed
no effect of a VD supplementation using a 2000 IU maximal dose on insulin action in obese
nondiabetic adolescents with a correct VD status, while Belenchia and al. (2013) demonstrated
the efficacy of 4000 IU VD3 for correcting VD insufficiency and improving insulin sensitivity

in obese adolescents.

The classical approach for weight loss management of childhood obesity included diet and
physical activity program (Kelishadi et al., 2015; Montero et al., 2012; Ribeiro et al, 2005;
Watts et al., 2004). Weight loss program associated with diet and/or exercise training reduced
body fat mass and inflammation (Sluhsher et al., 2015) and improved not only insulin sensitivity
but also lipid profile in obese children (Strasser, 2013 ; Montero et al., . 2012; Bruyndonckx
et al., 2015). Two reviews of the literature drew the conclusion that a weight loss management
including diet or both diet and physical activity led to normalization of 25(OH)D level in obese
adult population (Gangloff et al., 2015; Pannu et al., 2016). However, data in obese children
are still limited (Apovian et al. 2009; Reinehr et al., 2007). We hypothesized that a lifestyle
intervention combining VD supplementation would result in valuable health benefits in obese

adolescents.
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The present double-blind, randomized, placebo-controlled clinical study aimed to evaluate the
possible added effects of VD supplementation with a lifestyle program including diet and
exercise on body composition, aerobic fitness and cardiometabolic risk factors (e.g., blood

pressure, insulin resistance, lipid and inflammation profiles) in obese adolescents.

Methods
Study population

Twenty-six obese adolescents, 12 to 17 years old, were enrolled in a pediatric weight
management clinic and 23 puberty and season-matched normal-weight controls were volunteers
(Figure 1). As reported by Gutierrez et al (Gutiérrez Medina et al., 2015), the pubertal status
should be taken into account when assessing obesity-related VD deficiency. Obesity was
defined according to the age and gender-specific cut-off points of childhood obesity as indicated
by the International Obesity Task Force (Cole et al., 2000). Exclusion criteria were: history or
presence of premature cardiovascular or metabolic disease in a first-degree family member,
active smoking, regular intake of any medication, pubertal status (less than Tanner stage 2) and
not taking VD supplementation. For obese, specific exclusion criteria were weight loss larger
than 5% of their total weight during the previous 3 months, and for normal-weight adolescents
(NW), body mass index (BMI) above the 90™ percentile for gender and age. To minimize the
potential moderating effect of physical activity, adolescents who participated in extra-school

sport activities more than three hours per week were not included.

Study Design

Obese subjects (36) were voluntary to follow a weight loss program consisting of diet and

exercise training for 3 months in a pediatric weight-management center. They were informed
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to participate to a double-blind, randomized, placebo-controlled clinical study, from April 2015
to July 2015 (1%t group) and from April 2016 to July 2016 (2" group). Seven adolescents refused
to be enrolled in the study, two were considered ineligible for medical reasons, and one arrived
after the start date of the program. Finally, 26 were eligible to be recruited and 24 (10 males
and 14 females) completed the whole study. The obese adolescents were randomized by blocks
of random size (2 or 4), with a 1:1 ratio into two arms, (1) supplemented obese (OS group) with
4000 IU/d of vitamin D3 (UVEDOSE 100000 UI/ 2 mL, Crinex laboratory, France) given in a
fruit juice (n=13) and (2) obese who received a fruit juice without vitamin D3 (ONS group)
(n=13). We referred to the result showing that vitamin D3 has been shown to be equally
bioavailable in orange juice and capsules (Biancuzzoet al, 2010). Generation of the
randomization list was done with SAS software version 9.4. The inclusion of the obese
adolescents was carried out with the INCLUSIO software, developed by the University hospital
of Nimes (France). Each inclusion was made with a secure individual connection using a login

and a password.

All obese adolescents received an identical moderately hypocaloric diet (reduction of 300 to
500 calories per day) based on a balanced distribution of carbohydrates (55%), proteins (15%),
and lipids (30% total, with less than 10% saturated fat) (Reinehr et al., 2007). During the 3
months, exercise training consisted of 180 min/week supervised moderate-to-vigorous intensity
exercise. Each session mostly involved aerobic exercise, including training circuit, boxing,
basket-ball and Nordic walk with alternating short periods of high-intensity exercise

interspersed among period of lower intensity, as previously published (Morrisey et al, 2018).

Twenty-three healthy normal-weight puberty- and season-matched adolescents were recruited

from the community to serve as controls at baseline and after 3-months.
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The study protocol was approved by the local Ethics Committee and performed in accordance
with the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained from

all the adolescents and their parents.

Dietary assessment

All participants were asked to complete two survey questionnaires. The first was to assess the
total energy dietary intake quantifying three-day dietary records; the second to assess their usual
pattern of dietary intake by using a food-frequency questionnaire containing calcium and

vitamin D related nutrients.

Outcome measures
Anthropometry, body composition and skin tone

Anthropometry and body composition, metabolic parameters and aerobic fitness were assessed
at baseline and after three months of intervention. BMI was calculated as weight in kilograms
divided by height in squared meters (kg.m*); and BMI z-scores were also calculated. Dual-
energy X-ray absorptiometry (QDR 2000 — Discovery, Hologic, Bedford, MA) was performed
in obese adolescents before and after the program and in NW only at baseline. Body fat mass
and abdominal fat mass were reported (Cole et al., 2000). Skin tone was categorized in light,

mid color and dark (Reyman et al., 2014).
Aerobic fitness test

Only obese adolescents performed the 20-meter shuttle run test (Léger et al., 1982). Initial
running speed was 8.0 km.h'! and increased by 0.5 km.h"! every minute. Adolescents were

instructed and encouraged to complete as many stages as possible until volitional exhaustion.
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Maximal heart rate (Polar) at the end of the test as well as the number of shuttles (20 m) was

measured.

VD, PTH and calcium status, cardiometabolic risk factors and inflammatory status

25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) and calcium were measured in venous blood samples after
overnight fasting at baseline and after 3 months as well glycemia, insulin, lipid profile
(triglycerides, TG; total cholesterol, TC, high-density lipoprotein, HDL-C; low-density
lipoprotein, LDL-C), inflammatory (ultrasensitive C-reactive protein, hs-CRP; tumor necrosis
factor, TNF; interleukin-6, IL-6; leptin) and anti-inflammatory (adiponectin) markers. All the
measures were realized 24h after the last training session at the end of the 3-month lifestyle
intervention followed by obese adolescents. LDL-C was computed by using Friedwald’s
formula (LDL-C (mmol/l) = TC (mmol/L) — HDL-C (mmol/L) — TG (nmol/L) x 0.5). Insulin
resistance was expressed by using the homeostasis model assessment of insulin resistance index
(HOMA-IR = glycemia (mmol/L) x insulinemia (mU/L)/22.5) (Bonora et al., 2002). Hs-CRP,
TNFa, IL-6, adiponectin and leptin were measured in serum samples using commercially
available ELISA kits purchased from R&D systems (Minneapolis, USA) according to the
manufacturer’s specifications. For analysis of hs-CRP, adiponectin and leptin serum samples

were diluted 1:100 with sample diluent prior to analysis.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the free R software (R Core Team (2017). R: A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/). All variables were expressed as median and

their associated dispersion index such as 1% and 3" quartiles. As far as our sample involve 26
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obese adolescents (versus 23 control teenagers) divided into two balanced groups (between OS
and ONS), and due to the fact that variables were not normally distributed (even after a log-
transformation to approximate normality), we performed non-parametric tests. Differences in
baseline characteristics of adolescents between NW and obese adolescents and between OS and
ONS were compared using Wilcoxon exact tests implemented in the {coin}-R package (Torsten

et al., 2006 and 2008).

The delta changes rate (A) in OA and in the both groups OS and ONS were analyzed using
correlation. Bivariate associations between A25(OH)D, APTH APTH/25(OH)D and A variables
were determined by calculating Spearman’s correlation coefficients. A p-value < 0.05 was

considered statistically significant, and 0.05< p-value < 0.1 reflected a tendency.

Results

Baseline characteristics of subjects

At baseline, normal-weight NW and obese groups were matched on age, gender and Tanner
stage (Tables 1 and 2). Obese adolescents had significant lower 25(OH)D status than NW ones
(44.2£13.8 vs 61.1+12.9 nmol/L, p<0.05). Note that VD insufficiency (25(OH)D levels < 50
nmol/L) was higher in obese adolescents (73%) than in NW subjects (22%). At baseline, obese
adolescents had worse values in blood pressures, in fat and glucose metabolism, in
inflammatory status than NW. If the systolic and diastolic blood pressures (SDP and DBP) were
higher and lower, respectively, in obese than NW, no hypertension was depicted. Insulin,
HOMA-IR and TG were also higher in obese than NW (+116%, +113% and +43%,
respectively), and HDL-C levels were lower (-33%). Thus, TG/HDL-C was greatly higher in

obese than NW adolescents. The mean of TG/HDL-C was superior that the cut-off previously
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defined as a metabolic syndrome indicator in children (Daniels et al., 2013). A slight difference
was found for the glycated hemoglobin (HbAIc), that was higher in obese than NW. Insulin
values of obese were up the threshold (>100 pmol/L) as defined ‘‘at risk’’ levels by Delvin et
al (2010). No significant differences were observed for calcium, resting heart rate (Resting HR),
and LDL-C between obese and NW groups. However, obese adolescents had higher hs-CRP,

IL-6 and leptin levels and lower adiponectin levels than NW ones.

The baseline characteristics between the both obese groups, VD supplemented (OS) and non-
supplemented (ONS) were reported in Table 2. The both groups were identical for the clinical
and metabolic variables assayed, except for PTH, DBP, insulin and HOMA-IR that showed an
insulin resistance state of OS, according the insulin resistance previously defined by HOMA-

IR index > 3.16 (Keskin et al., 2005).

Changes for clinical and metabolic variables after 3-mo intervention in VD supplemented

(OS) and non-supplemented (ONS) obese adolescents

As expected with lifestyle intervention, both OS and ONS groups achieved significant reduction
in anthropometric variables. Significant changes were observed for BMI, BMI z-score, fat mass
and abdominal fat mass in OS and ONS groups. After 3 months, serum 25(OH)D significantly
increased in OS and ONS, without any significant difference between the both groups (59% vs
43%). 25(OH)D increase in the both groups was due to both sun exposure and outdoor physical
activity during the intervention study. In NW, after 3 months, an increase in serum 25(OH)D
was also observed (+20%, data not shown). Note that all OS achieved adequate 25(OH)D levels
> 50 nmol against only 46% for the ONS after the 3-month lifestyle program. After the 3-month
lifestyle program, all the cardiometabolic variables were improved in the both groups OS and
ONS. The HOMA-IR (express in median) was strongly reduced in the both groups (-45% in
OS, p<0.001 and -34%, in ONS, p<0.001). A significant difference between the both groups
remained for HOMA-IR after the 3-month intervention. Interestingly, HOMA-IR in ONS was
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< 3.16 (the cut-off previously defined for insulin resistance (Kerstin et al., 2015), while in OS
only the first quartile displayed a < 3.16 value. For the both groups OS and ONS, the lipid
profiles were statistically improved after intervention with less TG (-41% and -22%,
respectively), total cholesterol (-17% and -20%), LDL-C (-27,5% and -26%) levels than at
baseline (p values <0.001 for all the lipid variables), whereas no significant effect was found
for HDL-C. No statistical differences for all the lipid parameters were observed between OS
and ONS. Intervention led also to a statistically significant reduction of inflammatory markers
in the both groups OS and ONS: CRP (-17% and -59%, respectively), TNF (-14% and -18%),
IL-6 (-34% and -47%) and leptin (-53% and -44%) (p values <0.001). Significant difference

between OS and ONS groups were shown for CRP and a tendency was found for IL-6.

Correlations between changes in 25(OH)D or PTH or PTH/25(OH)D and cardiometabolic

variables in all OA, OS and ONS diplaying deficiency in VD.

When taken all obese adolescents (18 subjects, 9 OS and 9 ONS) displaying deficiency in VD,
the change in 25(OH)D was strongly negatively correlated with the change TG/HDL-C (r =-
0.7, p<0.001) and the change in PTH/25(OH)D was negatively correlated with BMI z score (r
=-0.51, p<0.04). Moreover, the change in PTH/25(OH)D was negatively correlated with the
changes in SBP (r=-0,53, p 0.03). Correlations were maintained when adjusted for gender and

skin tone (data not shown).

When analyzing the supplemented group (OS) the strongest correlations were obtained between
the changes in PTH and DBP (r=-0.86 p 0.01), MBP (r = -0.89 p <0.001). Correlations were
significantly maintained when analyzing the changes in PTH/25-OHD and blood pressure
variables (DBP and MBP). Note that these correlations did not exist in ONS group. We found
a significant correlation between the change in PTH and CRP (p 0.02) while the increase in

25(OH)D only tends to be correlated the decrease in CRP (p 0.1).
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When taking the ONS, the change in PTH was significantly correlated with the changes in
glycemia and HOMA-IR and a significant correlation was maintained between the change in
PTH/25(OH)D and the change in glycemia, whereas no significant effect was found in

supplemented group (OS).

Discussion

The present study confirmed that paediatric obesity impairs many clinical and cardiometabolic
variables. Notably, we found in obese adolescents who were enrolled in the lifestyle program a
prevalence of insulin resistance, higher TG/HDL-C ratio and inflammatory status compared
with normal-weight adolescents. TG/HDL-C was reported helpful in predicting increased
arterial stiffness in young subjects who have developed obesity (Urbina et al, 2013). The latter
authors showed that high TG/HDL-C ratio group had the stiffest vessels. In our study, insulin
and HOMA-IR values of obese adolescents were upper the unfavourable thresholds previously
established by Delvin et al (2010) and Keskin et al (2005), i.e. >100 pmol/L and >3.16,
respectively. As other previous cross-sectional studies (Gul et al., 2017 ; Holmlund-Suila et
al., 2016; Rajakumar et al., 2008 ) we associated low serum 25(OH)D concentrations with
obesity in adolescents. In our study, a deficiency status in 25(OH)-D below 50 nmol/L (equal
to 20 ng/mL), as defined in French guidelines (ANSES, 2016) was found for 70% of obese
participants. Obesity-related VD insufficiency could be explained by numerous factors: sun
underexposure, inadequate intake of VD rich foods and beverages, genetic factors (Ruiz-Ojeda
et al., 2018), the sequestration of this fat-soluble vitamin and its volumetric dilution (Drincic at
al., 2012; Wortsman et al., 2000). Cutaneous VD production varies according to latitude,
seasonality, skin pigmentation, the frequency and the time in sun exposure, the type of
clothing... Obese children are in general unsufficiently exposed to sunlight. Regarding intake,
foods rich in VD such as fatty fish are rarely eaten by children, which we confirmed in our
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study (data not shown). The sequestration hypothesis postulated for a decreased bioavailability
of vitamin D3 from cutaneous and dietary sources because of its storage in body fat
compartments, whereas volumetric dilution is more about the greater volume of distribution of
25(0OH)D in obese individual tissue mass (Drincic et al., 2012 ; Gangloff et al., 2015). Both
storage and dilution of VD in the body fat mass make VD physiologically unavailable to
circulate in blood and be transformed via the liver and kidneys into its biologically active form.
Suboptimal VD status has been associated with abnormalities in metabolic regulation (insulin
resistance, hyperlipidemia, hypertension) in children (Barja-Fernandez et al., 2018; Gilbert-
Diamond et al., 2010). Even the benefit role of VD was reported plausible in obesity and their
associated diseases though many cross-sectional studies, the causality of vitamin D remains not

proven.

Our trial indicated an increase of 25(OH)D levels in the ONS group after the 3-month lifestyle
program that suggests a possible release of VD during weight loss without VD supplementation.
Improvements of circulating 25(OH)D levels in obese adults with adiposity loss through
lifestyle interventions without supplementation have been reported (Gangloff, et al., 2015 ;
Pannu et al., 2016). Our trial was carried in the South of France during a more and less sunny
period that could contribute to endogenous VD biosynthesis. This was validated by the normal-
weight adolescent control group, in which the mean level of 25(OH)D was also increased by
20% (data not shown). However, our results showed that only in the OS group, adolescents
achieved satisfactory 25(OH)D plasma levels (close to 75 nmol/L). Those results obtained in
OS adolescents are in accordance with evidence from studies reporting efficacy and safety of

4000 IU vitamin D3 (Belanchia et al., 2013).

Taking only the adolescents with vitamin D deficiency (25(OH)D < 50 nmol/L) at baseline, the
3-month lifetstyle program significantly improved their PTH/25(OH)D which is negatively

correlated to BMI z score. A tendency was shown between a higher increase in 25(OH)D and
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a higher decrease of fat mass loss (p close to 0,1), while previous studies reported a significant
linear increase in circulating 25(OH)D levels as a function of adiposity volume in obese adults
(Gangloff et al., 2015; Rosenblum et al., 2012)( Gangloff et al., 2015; Rosenblum et al., 2012;
Steveling et al., 2015). Interestingly, even the both groups displayed adequate blood pressures,
the 25(OH)D increase was significantly correlated with the decrease of DBP and MBP in the
supplemented group. Our result is not concordant with a previous intervention trial in which
no changes or differences were seen in systolic or diastolic blood pressures (Dong et al., 2010).
However, in different studies including adolescent populations, 25(OH)D deficiency was
associated with elevated diastolic blood pressure (Pacifico et al., 2011; Tomaino et al., 2015).
Petersen et al. (2015) showed that each 10 mmol/L serum 25(OH)D increase was associated
with lower diastolic blood pressure (—0.3 mmHg, 95% confidence interval —0.6, —0.0) (P =
0.02), which was independent of the fat mass index (Petersen et al., 2014). When taken the
meta-analysis of Whitman et al. (2009) combining 11 randomized trials enrolling adults, a small
reduction in diastolic blood pressure was found in hypertensive subjects supplemented in VD.
VD status increase was shown to be associated with PTH decrease, and higher serum PTH
concentration was linked with impaired endothelial function. PTH was reported to have
different potential molecular mechanisms that could contribute to beneficial impact on
hypertension (Yi et al., 2018). Thus, improving the ratio PTH/25(OH)D could be taken as an

indicator to prevent cardiovascular risk.

Our study did not enhance any additional effect of VD supplementation on glycemia and
estimated insulin resistance expressed by HOMA-IR while insulin sensitivity improvement was
observed following vitamin D supplementation (Zuk et al., 2016). Our result was in concordant
with a intervention trial enrolling overweight and obese adults supplemented in VD and
submitted to resistance exercise training (Carillo et al., 2013). Surprisingly, in our trial,

significant effect was obtained in the non-supplemented group that suggests an annihilation of
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VD supplementation compared with the sole lifestyle program on the glucose metabolism. We
hypothesized that the high dose of VD given in our study could be incriminated and further
studies are needed to evaluate the dose-effect. In fact, in a recent meta-analysis comprising
different populations (adults, obese, women...) showed that there is a nonlinear association
between VD status and percentage fat mass in dose-effect analysis and no beneficial effect was

observed with increasing dose upper 2000 UI (Golzarand et al, 2018).

Our study did not prove a significant addition role of VD supplementation on lipid metabolism
as previously mentioned in other studies (Nwosu et al., 2013; Smotkin-Tangorra et al., 2007).
In children with severe obesity, it has been reported that 25(OH)D concentrations were

positively associated with HDL-C levels (Anoop et al., 2017).

Finally, if CRP was mostly reduced in ONS, we found a positive association between changes
in PTH concentrations or PTH/25(OH)D and CRP levels in OS (p=0.02 and 0.07 respectively).

VD was reported to have anti-inflammatory actions as reported by Querfeld et al. (2013).

Our study has several limitations: the relatively small cohort size including both girls and boys),
the OS group displayed classic signs of insulin resistance at baseline, the use of a single
supplementation and the assessment of serum at only two time points. Unfortunately, we did
not measure the active metabolite 1,25(OH)2D in our cohort, neither 25-hydroxylase activity

nor synthesis of vitamin D-binding proteins.

Our study protocol has strengths because dietary intakes (VD, calcium), seasonality, sun
exposure time were the same in the both obese groups. We controlled the pubertal status that

may play a role in changes in BMI, lipid and glucose levels.

In conclusion, the combination of exercise including recreational intermittent physical activities
with a healthy diet adherence had strong positive effects on different cardio-metabolic

parameters. Vitamin D supplementation even allowed an adequate status of 25(OH)D and did
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have additional beneficial effects on cardiometabolic factors and their associated factors.
Further studies are needed to specify the dose-effect and to prolong the duration of VD

supplementation in larger abese adolescent population.
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Table 1. Baseline characteristics of participants.

Normal-

All obese* weight P value

Characteristics (n=26) (n=23) All obese vs
NW

Age-yr 144 + 1.6 148 £1.5 0.324
Sex (M-F) 10-16 10-13 0.728
Tanner stage 3.6 08 34+10 0.358
BMI (kg.m®) 338 432 19.6 +24 <0.0001
BMI Z-score 4.0 + 0.6 02 +08 <0.0001
Fat mass (%) 413 +£42 227 +6.8 <0.0001
Abdominal fat mass (kg) 43.1 £3.6 227 £8.1 <0.0001
Lean mass (kg) 53.0 7.5 log 392 £76 <0.0001
25(0OH)D 42 +13.8 61.1 £12.9 <0.001
n deficiency n25(OH)D <37.5 nmol/L 8 0 -
n insufficiency in 25(OH)D < 50 nmol/L 18 5 -
Calcium (mmol/L) 228 +0.06 228 +0.08 0.735
l;gl; ((g;mﬁg) 1140 + 98 1038 £ 7.0 <0.001
DBP (mmHg) 61.5 £ 5.1 65.6 £ 6.1 0.007
MBP (mmHg) 794 + 5.7 79.0 = 5.5 0.833
Resting HR (bpm) 66.5 £ 11.1 634 + 7.0 0.640
Number of 20m 36‘1102 130 - -
Maximal HR (bpm) 1963 £ 9.8 - -
Insulin (nUI/L) 13311 +£5892 6144 +30.80 <0.0001
HOMA-IR 47 £23 220 + 112 <0.0001
HbAlc (%) 537 +037 525 £025 0.099
Triglycerides (g/L) 0.87 +0.34 0.61 +023 <.0001
HDL-C (g/L) 043 £0.11 0.65 +0.16 <0.0001
LDL-C (g/L) 1.00 +0.31 0.93 +0.18 0.754
TG/HDL 221 +1.27 0.97 +0.50 <0.0001
CRP (mg/mL) 7.28 +5.08 1.61 +2.63 <0.0001
IL-6 (pg/mL) 233 +0.65 0.98 +0.66 <0.0001
Adiponectin (pg/mL) 563 230 735 £2.73 0.025
Leptin (ng/mL) 29.00 +12.94 6.28. +4.77 <0.0001

bsBMI, body mass index based; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; MBP, mean blood
pressure; HR, heart rate; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; HOMA-IR, homeostasis model assessment-insulin
resistance index; HbA 1¢, glycated hemoglobin; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density

lipoprotein cholesterol; CRP, C-reactive protein; IL-6, interleukin 6. Significant p-values are written in bold.
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Table 1. Characteristics of participants before and after intervention.

0S (n=13) ONS (n=13) P value

Mean Median P25 P75| Mean Median P25 P75| TO | T3 vs | T3vs T3
(Os |[TOOS | TO |Osvs

Characteristics Time

\& ONS |ONS)
ONS)
Age-yr TO | 14.11 1421 13.21 14.70| 1449 14.00 13.21 16.69|0.820
Sex (M-F) TO 5-8 5-8
Tanner stage TO 3.7 3.5
Anthropometry
BMI (kg.m2) TO| 34.01 33.80 31.30 36.50| 33.47 3270 31.20 35.00|0.765|<0.001|<0.001| 0.722
T3| 31.06 31.60 29.35 32.90| 30.69 30.10 29.30 32.40
BMI Z-score TO| 4.10 398 336 4.69| 4.00 4.01 345 4.55/0.876|<0.001|<0.001| 0.619
T3| 3.69 3.68 3.04 427 3.55 352 326 384
Fat mass (%) TO| 42.00 4190 40.35 43.60| 40.72 41.10 36.80 43.50|0.522|<0.001|<0.001| 0.638

T3] 375 383 353  394| 36.67 36.00 33.50 40.80
Abdominal fat mass (kg) TO| 8.33 841 804 890| 7.96 7.86  6.26  9.09|0.531{<0.001|<0.001| 0.765
T3| 6.97 6.82 6.63 7.45| 6.53 7.05 528  7.65
Lean mass (kg) TO| 54.61 52.68 51.29 59.62| 5190 50.40 44.03 57.73|0.303| 0.218| 0.399| 0.331
T3| 5422 52.15 50.10 59.30| 51.49 50.62 45.50 58.02
VD and associated factors

25(OH)D (nmol/L) TO| 48.27 44.00 38.00 56.00| 41.33 34.50 32.00 50.50|0.183|<0.001|<0.001| 0.023
T3| 7473 70.00 63.50 83.50| 56.54 56.00 46.00 68.00

PTH (mmol/L) TO| 44.82 44.00 34.50 55.50| 33.42 29.50 26.75 36.25|0.021|<0.001|<0.001| 0.145
T3| 39.45 37.00 34.00 41.50| 32.92 28.00 27.00 38.00

Calcium (mmol/L) TO| 2.30 229 227 234 228 226 222 235/0.502] 0.990| 0.990| 0.853

T3| 232 232 227 238 23l 233 228 233
Cardiometabolic factors
SBP (mmHg) TO|115.50 119.00 106.50 123.00|113.80 113.00 106.00 120.00|0.540| 0.104| 0.099| 0.161
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DBP (mmHg)
MBP (mmHg)
Resting HR (bpm)
Maximal HR (bpm)
Glycemia (mmol/L)
Insulinemia (mUI/L)
HOMA-IR
Triglycerides (g/L)
Cholesterol total
HDL-C (g/L)

LDL- C (g/L)
TG/HDL-C

Inflammatory status
CRP (mg/mL)

TNF (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3
TO
T3

TO
T3
TO
T3
TO
T3

116.80
59.30
57.56
74.43
76.14
67.00
59.14

196.10

192.70

4.77
4.67
174.70
103.60
6.26
3.57
1.02
0.68
1.65
1.36
0.40
0.41
1.05
0.81
2.82
1.77

9.40
5.35
1.43
1.19
3.03
1.94

117.00 109.00 122.50

59.00
57.00
76.70
74.70
68.00
56.00
194.50
198.00
4.80
4.80
172.60
108.50
6.20
3.40
0.91
0.54
1.62
1.34
0.40
0.43
1.09
0.79
2.28
1.34

7.91
6.52
1.37
1.18
2.69
1.78

57.00
56.00
72.65
73.70
64.00
54.50
191.50
182.00
4.40
4.60
141.10
82.45
4.90
3.05
0.66
0.44
1.56
1.28
0.34
0.37
0.85
0.74
1.56
0.97

5.26
1.86
1.19
1.16
2.51
1.64

60.00
58.00
81.15
78.00
73.00
64.00
203.00
202.00
5.20
4.90
190.10
119.60
7.10
4.20
1.14
0.90
1.84
1.46
0.42
0.46
1.23
0.91
3.22
2.24

13.13
7.75
1.69
1.35
2.89
2.26

109.80
63.38
60.31
80.17
76.82
66.08
52.67

196.50

201.40

4.47
4.56
99.09
73.85
3.35
2.55
0.85
0.62
1.64
1.35
0.47
0.44
1.00
0.78
2.00
1.55

5.86
1.81
1.21
1.03
2.20
1.39

111.00 105.00 114.00

61.00
61.00
78.70
77.70
63.00
50.00
198.00
202.00
4.50
4.60
92.55
66.30
3.35
2.20
0.80
0.62
1.56
1.25
0.46
0.47
0.99
0.73
1.83
1.42

4.37
1.77
1.24
1.02
2.33
1.23

59.00
58.00
76.00
75.00
57.00
45.75
190.00
198.00
4.00
4.40
83.60
50.40
2.80
1.80
0.59
0.46
1.40
1.21
0.39
0.33
0.78
0.64
1.16
0.96

2.74
0.82
1.00
0.91
1.67
0.92

67.00
63.00
84.30
79.00
72.00
55.75
206.00
206.50
4.90
4.90
116.80
89.40
3.95
3.10
0.94
0.76
1.89
1.46
0.51
0.51
1.20
0.83
2.54
1.81

9.61
2.26
1.32
1.14
2.72
1.67

0.050

0.246

0.484

0.939

0.121

0.003

0.002

0.521

0.679

0.102

0.541

0.331

0.173

0.264

0.219

0.040

0.030

<0.001

0.674

0.175

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.201

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.030

0.030

<0.001

0.467

0.210

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.115

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
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0.062

0.366

0.167

0.098

0.396

0.010

0.006

0.966

0.467

0.432

0.484

0.910

0.046

0.173

0.086
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Leptin (ng/mL) TO| 34.61
T3| 18.77

Physical performance

Number of 20 m TO| 34.30
T3] 49.50

31.98
15.16

30.00
49.00

21.32
8.75

25.25
36.50

44.02
32.13

43.50
56.00

27.32
14.24

37.69
53.36

23.08
12.78

36.00
57.00

17.64
8.11

27.00
37.50

Etude 2 — article 1

30.78 | 0.260|<0.001 | <0.001 | 0.487
22.20

46.00 | 0.820|<0.001 | <0.001| 0.616
59.50

BMI, body mass index based; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; MBP, mean blood pressure; HR, heart rate; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; HOMA -

IR, homeostasis model assessment-insulin resistance index; HbAlc, glycated hemoglobin; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein

cholesterol; CRP, C-reactive protein; TNF, tumor necrosis factor; IL-6, interleukin 6. Significant p-values are written in bold
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Table 3 : Correlations between the changes in 25(OH)D, PTH, PTH/25(OH)D and the changes
in anthropometric, cardiometabolic, inflammatory, physical activity paramaters (significant

correlations in bold; NS: non significant) in 18 obese adolescents displaying deficiency in VD

(9 0S and 9 ONSS).
BMI (kg.m2) BMI Z-score Fat mass (%) Abd"mi:‘l:‘l)f“‘ Lean mass (kg) Calcium SBP (mmHg) DBP (mmHg) | MBP (mmHg)
mass (kg
r P r p r p r p r p T p r P r p r p
A 25(0H)D
All -0,13 NS 035 NS -0,41 NS 021 NS 0,13 NS -0,39 NS 033 NS 0,17 NS 021 NS
[ -0,56 NS 05 NS -0,67 0,1 -0,16 NS -0,11 NS -0,52 NS 0,71 0,07 0,75 0,05 0,83 0,02
ONS 0,15 NS 0,18 NS -0,10 NS 033 NS 0,39 NS -048 NS 0,08 NS -0,22 NS 0,05 NS
APTH
All 0,15 NS -0,3 NS 043 0,1 0,03 NS -0,11 NS 023 NS -0,22 NS -0,2 NS -0.21 NS
oS 0,07 NS -0,41 NS 0,11 NS -0,18 NS 0 NS 0,18 NS -043 NS -0.86 0,01 -0,89 0,01
ONS 026 NS -0,03 NS 0,6 0,09 035 NS -0,28 NS 026 NS 0,1 NS 0,63 0,07 0,26 NS
A PTH/25(OH)D
All -0,05 NS -0,51 0,04 0,36 NS -0,11 NS -0,33 NS 0,32 NS -0,53 0,03 -0,36 NS -0,44 0,09
oS 043 NS -0,37 NS 046 NS 0,14 NS 0,04 NS 0,39 NS -0,67 0,1 -0,85 0,02 -0,89 0,01
ONS -0,29 NS -0,45 NS 023 NS -0,08 NS -0,52 NS 027 NS -0,28 NS 0,13 NS -0,27 NS
Resting HR Maximal HR Glycemia Insulinemia HOMA-IR Triglycerides Cholesterol total HDLC (g/L) LDL- C (g/L)
(bpm) (bpm) (mmol/L) (mUI/L) (g/L)
r P r P r P r P r P r P r P r P r P
A 25(0H)D
All 0,14 NS -0,57 0,04 0,28 NS -0,06 NS -0,03 NS -0,39 NS 0,48 0,06 046 0,07 037 NS
oS -0,05 NS -0,54 NS 031 NS 023 NS 0,11 NS -0,4 NS 0,48 NS 0,7 0,08 027 NS
ONS 02 NS -0,67 0,1 0,59 0,1 0,14 NS 025 NS -0,22 NS 041 NS 0,21 NS 0,5 NS
APTH
All 0,11 NS 031 NS -0,43 0,1 -0,27 NS -0,31 NS 0,26 NS -0,31 NS -0,12 NS -041 NS
08 07 NS | 009 NS | 039 NS | -046 NS | 032 NS | -002 NS | 049 NS | -029 NS | -054 NS
ONS 015 NS | 058 NS | -68 001 | -053 NS | -074 002]| 035 NS |-0014 NS | 022 NS |-037 NS
A PTH/25(OH)D
All 0,13 NS 0,52 0,07 -0,5 0,05 -0,06 NS -0,13 NS 0,1 NS -0,72 0 -045 0,08 -0,62 0.01
08 06 NS | 054 NS | 05 NS |-03 NS | 020 NS | 03 NS |-065 NS |-057 NS | -05 NS
ONS -0,03 NS 041 NS -0,83 0,01 -04 NS -0,55 NS -0,21 NS -0,6 0,09 -0,18 NS -0,73 0,02
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3.3 Etude 2 - article 2

Article soumis a Annals Nutrition and Metabolism (in review)

Effect of vitamin D supplementation during weight
loss program on carotid intima-media thickness and

compliance in obese adolescents.

Christopher Morrissey, Antonia Pérez-Martin, Aurélie Goncalvez, Cécile Raverdy, Delphine
Masson, Catherine Tardivel, Sandrine Gayrard, Myriam Carrere, Marie Joséphe Amiot, Vinet

Agnés*.

* corresponding author
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Contexte- hypothése Principaux résultats

L'obésité infantile est associée a une concentration plus faible en vitamine D (VD) (Alemzadeh
et al, 2008; Ganji et al, 2011), a une augmentation de 1'épaisseur intima-média (EIM) et a une
plus grande rigidité artérielle, marqueur précoce et reconnu de I'athérosclérose (Cote et autres).
2013, 2015). L'insuffisance en VD est associée a une rigidité artérielle accrue chez les adultes
en bonne santé ou en surpoids (Al Mheid et al, 2011; Mayer et al, 2012) et chez les adolescentes
en bonne santé (Ashraf et al, 2014). Par ailleurs, deux méta-analyses récentes chez 'adulte ont
conclu que la supplémentation en VD semble a elle seule insuffisante pour améliorer les
indicateurs de rigidité artérielle (Rodriguez et al, 2016; Upala et al, 2016), tandis qu'un essai
clinique randomis¢ mené auprés d'adolescents obéses afro-américains a révélé que la
supplémentation en VD améliore favorablement les indices de rigidité artérielle (Dong et al,
2010). En revanche, la perte de poids améliore la compliance artérielle (Petersen et al, 2016),
elle entraine une diminution des valeurs d’EIM chez I'adulte (Skilton et al, 2017) et augmente
la concentration en VD chez I'adulte (Pannu et al, 2016) comme chez I'enfant (Reinher et al,
2009; Ho et al, 2014). Nous avons donc émis I’hypothése qu’une supplémentation en VD
associée a une perte de poids induite par une prise en charge globale, incluant un entrainement
de type aérobie HIIT et un régime alimentaire chez les adolescents obeses (OA), pourrait
améliorer davantage la compliance artérielle et réduire davantage I’EIM par rapport a une prise

en charge traditionnelle.

A I'inclusion, tous les OA quel que soit le groupe présentaient des taux significativement plus
¢levés de CRP et d'IL-6 et une concentration de 250HD inférieure a celle des adolescents sains
normo-pondérés. 73% (18/26) des AO présentaient une insuffisance en VD (taux de 25 (OH)

D <50 nmol / L), comparativement a seulement 22% (5/23) des participants normo-pondérés
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de méme age. Le diamétre carotidien et I’EIMc étaient significativement plus élevés chez les
AO comparés aux adolescents témoins normo-pondérés. En revanche, la compliance artérielle
carotidienne (CCA) était plus faible dans le groupe des AO.. La concentration de 25(OH)D

n'était corrélée ni avec les données vasculaires ni avec aucun marqueur inflammatoire.

Aprés trois mois d’intervention, 'IMC, la CRP et I'[L-6 ont diminué et le 25(OH)D a
augmenté chez les AO supplémentés et non supplémentés sans différence entre les groupes.
Tous les OA supplémentés et 8/13 (soit 60%) des OA non supplémentés ont atteint le niveau
de suffisance en VD. Les OA ont présenté une diminution significative de I’EIMc, tandis que
la compliance artérielle carotidienne a augment¢ sans différence entre les deux groupes de OA.
Les changements au niveau des variations des paramétres mesurés n’étaient pas différents entre
les OA supplémentés en comparaison des OA non supplémentés. Chez tous les AO, Les delta
250HD (%) étaient seulement corrélées négativement (tendance) avec les delta de I’EIMc (%)
(r=-0.43, p = 0.06). En prenant en compte les seuls AO déficients en VD a I’inclusion, cette

correlation devenait significative (r=-0.59, p =0.03).
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1. Abstract

Background: Childhood obesity is associated with low concentration of vitamin D (VD) and
arterial stiffness. Objective: to examine the effects of cholecalciferol supplementation during a
weight-loss program on carotid artery intima-media thickness (IMT) and compliance in obese
adolescents (OA). Methods: Twenty-six OA and eighteen normal-weight adolescents were
enrolled. The OA were randomized into two arms, (1) supplemented with VD (n=13) and (2)
no-supplemented (n=13). Serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D], IMT and carotid
compliance were measured at inclusion and after 3-month intervention. Delta changes of the
parameters were compared between the two groups. Results: Insufficiency in 25(OH)D
concentration was found in 73% of OA and in 22% in normal-weight adolescents. OA displayed
higher IMT but lower carotid compliance than controls. After three months, 25(OH)D increased
but was not significantly different between the both groups, supplemented or not. The changes
of IMT and carotid compliance were not significantly different between the two groups.
However, the changes of IMT was negatively correlated with the changes of 25(OH)D in OA
displaying VD insufficiency at baseline (r=-0.59, p =0.03). Conclusions: Cholecalciferol
supplementation during weight loss did not improve the beneficial effects of weight loss on

carotid compliance but enhanced IMT reduction in OA with VD insufficiency.
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2. Introduction

Childhood obesity is associated with lower concentration of vitamin D (VD) [1, 2] and with
increased intima-media thickness (IMT) and greater arterial stiffness, two early markers of
atherosclerosis [3]. VD insufficiency is associated with increased arterial stiffness in healthy or
overweight adults [4, 5] and in healthy adolescent females [6]. However, two recent meta-
analysis concluded that VD supplementation alone did not improve arterial stiffness in adults
[7, 8]. Whereas in obese adolescents, VD supplementation decreased arterial stiffness [9]. In
contrast, weight loss improved arterial compliance [10], reduced IMT in adults [11] and
increased VD concentration both in adults [12] and in children [13, 14]. Whether VD
supplementation may have a synergistic influence on weight-loss program—induced
improvements in arterial compliance remains unexplored. Thus, we hypothesized that VD
supplementation associated with a lifestyle program mediated-weight loss including aerobic
training and diet in obese adolescents (OA) may further improve arterial compliance and reduce

IMT when compared to the lifestyle change program alone.

3. Materials and Methods

Study Population

To avoid seasonal variations, all adolescents were considered for inclusion during March-April
2015 and March-April 2016. Twenty-six OA, 12 to 17 years old, were enrolled in a paediatric
weight management clinic in the south of France and 18 puberty-matched normal-weight
controls (NW) were volunteers (case-control study). Written, informed consent was obtained

from all adolescents and their parents. The study protocol was conducted in accordance with
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the declaration of Helsinki (ethic committee 2015-000060-34). VIDADO study was registered

in the ClinicalTrials.gov database NCT02400151.

BMI z-scores were calculated. Values greater than 3 defined severe obesity. OA were
randomized by blocks of random size (2 or 4), with a 1:1 ratio into two groups, receiving every
morning a fruit juice, without (ONS; n=13) or with (OS; n=13) VD supplementation (4000 1U/d
of VD3 UVEDOSE 100000 IU/2 mL, Crinex laboratory, France) [15]. All OA followed a three-
month weight-loss program. Two adolescents in the OS group left the clinic before the end of
the program for personal reason (at 3 months, OS=11). Daily throughout the clinic program,
the OA received both standard and personalized balanced meals prescribed by dieticians based
on a balanced distribution of macronutriments carbohydrates (55%), proteins (15%), and lipids
(30% total, with less than 10% saturated fat). Their total daily food intake was calculated to
enable them to reach a negative balance of 500 kcal/day. During the 3 months, aerobic training
consisted of 180 min/week of supervised moderate-to-vigorous intensity exercise. Each session
mostly involved aerobic exercise, including training circuit, boxing, basket-ball and Nordic
walk with alternating short periods of high-intensity exercise interspersed among period of

lower intensity, as previously published [16].

At baseline and after 3 months, 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) and some inflammatory
markers (CRP, IL-6) were measured in venous blood samples after overnight fasting. All
vascular measurements were performed after overnight fasting in a quiet room with a controlled
temperature between 22 and 24°C using high-resolution vascular ultrasonography (MyLab30,
Esaote SpA, Firenze, Italy), performed by the same observer (AV) blinded to group allocation.
For the examination of common carotid artery, the transducer was placed 2-3 ¢cm proximal to
the carotid bifurcation on the right side of the neck without compromising the internal jugular

vein. Diastolic and systolic diameters were defined by the distance from the leading edge of the
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intima-lumen interface of the near wall and the lumen-intima interface of the far wall. The
carotid IMT (mm), defined as the distance from the leading edge of the lumen-intima interface
to the leading edge of the media-adventitia interface of the far wall, was measured and averaged
automatically by the analysis software according to the Mannheim consensus. Carotid artery
compliance (mm?.mmHg™") was calculated as CAC = m(Ds2-Dd2)/4PP where Ds and Dd are
systolic and diastolic arterial diameters, respectively, and PP is pulse pressure, measured on the
left arm by an automated system (Dynamap, GE Medical Systems, Milwaukee, USA). Within-

subject variation in our laboratory was 1.8% for arterial diameters [17].

Statistical method

The statistical analysis, such as statistical tests and box-plots, were performed with R software.
Due to the small sample size (<30), we performed non-parametric statistical tests involving
median comparisons. At first, we run Mann-Whitney Tests between OA and NW to check the
baseline. We also compared OS and ONS with Mann-and-Whitney tests. Then we computed
Wilcoxon Signed-Rank tests to compare the effect of the program in all obese. Finally,
Spearman correlations were used to explore relationships between 25(OH)D and vascular

outcomes.

Results

The main clinical subject characteristics are shown in Table 1.

At inclusion, OA, whatever the group, had significant lower 25(OH)D concentration and higher

CRP and IL-6 levels than NW. VD insufficiency (defined by 25(OH)D levels < 50 nmol.L"!

183



Etude 2 — article 2
[18]) was detected in 73% (18/26) of OA and in only 27% (5/18) NW. CCA diameter and CCA-
IMT were higher and CCA compliance was lower in the OA group than the NW one (Table 2).
Concentration in 25(OH)D was not correlated with any CCA data and any inflammatory

marker.

No adverse effect occurred during the program. After the 3-month interventional program,
BMI, CRP and IL-6 decreased and 25(OH)D increased in OS and ONS without any difference
between the both groups. All OS and only 60% ONS (8/13) reached a sufficient status in VD.
OA had significant CCA-IMT reduction, while CCA compliance increased, without any
difference between the both groups (Table 2). Delta change of each parameter did not differ
between OS and ONS. Delta serum 25(OH)D concentrations (%) was neither correlated with
delta CCA compliance nor delta inflammatory markers. Delta serum 25(OH)D concentrations
(%) was only negatively correlated (at borderline) with delta IMT (%) (r=-0.43, p=0.06).
However, when we took into account only OA with a VD insufficiency at baseline (<50nmol/L)
(i.e intention to treat), the correlation between delta 25(OD)D and delta IMT became significant

(=-0.59, p=0.03).

Discussion

The main finding of this double-blind randomized controlled trial was that improved 25(OH)D
level was correlated with IMT reduction during a weight loss program in VD-insufficient obese
adolescents. As IMT is a well-established surrogate marker of atherosclerosis and is predictive
of cardiovascular morbidity and mortality in adults [11], this result may add new evidence for

a vasculoprotective function of VD and consequently may be an important paediatric health
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standpoint. Nevertheless, VD supplementation combined with diet and aerobic training did not

enhance CCA compliance improvement in OA.

At baseline, in accordance with previous studies, 73% of OA had VD insufficiency [2]. The
exact reasons for low 25(OH)D in OA are not clear. Plausible explanations include limited skin
exposure to UV B radiation because of more cover-up and/or less outdoor activities, impaired
ability of skin to convert 7-dehydrocholesterol to VD3, and the sequestration of VD in adipose
tissue and its volumetric dilution [19]. Whereas VD insufficiency is associated with increased
arterial stiffness in adults [4, 5], we did not observe any relationships between 25(OH)D with
arterial stiffness and IMT in OA. This result is not universal in obese children [6, 20, 21].
Beyond obesity, low 25(OH)D levels in childhood was associated with high-risk carotid IMT
in adulthood [22]. Thus, as VD insufficiency, higher IMT and lower CCA compliance coexisted
in the OA, our combined program (diet, exercise plus VD supplementation) may represent a

relevant window of time to reverse these alterations.

The weight-loss program improved 25(OH)D levels in OA whatever the group, OS and ONS-
presumably due to hemodilution and to sun exposure. In fact, we observed an increase in serum
25(0OH)D in normal weight adolescents during the same period (+20%, data not shown).
Accordingly, Tzotzas et al [23] reported that a 10% reduction in weight resulted in 34%
increased VD concentration in previously VD-insufficient obese individuals. In the present
study, the OA whatever the group lost 8% of weight, which could translate into an increased in
VD concentration of 27%. Although ONS was able to increase 25(OH)D levels significantly (+

35%), the VD status remained at the level of insufficiency in 38% ONS. In contrast,
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supplementation at 4000 IU/d for 3 months during a weight-loss program was effective to reach
adequate 25(OH)D levels. The weight-loss program appeared to counterbalance the progression
of CCA compliance with no additional effect of VD supplementation. Note that VD
supplementation combined with the weight-loss program had no undesirable effect on CCA
compliance. This result is in agreement with the conclusions of two recent meta-analysis [7, §]
on the effect of VD supplementation on arterial stiffness. Our result thus added new knowledge
that VD supplementation combined with a weight-loss program had no enhanced or synergistic
effect on carotid compliance. However, the weight-loss program resulted in a significant
reduction in IMT whatever the OA group with the greatest IMT reduction obtained in those OA
who had VD insufficiency at baseline and who improved more 25(OH)D. This may suggest a
vasoprotective VD effect. Considering the role of inflammation in atherosclerosis [23], we
might speculate that lowering CRP and IL-6 by VD combined with weight reduction might
have beneficial anti-atherogenic effects. However, the lack of relationships between delta CRP

or IL-6 changes and delta IMT weakens this hypothesis.

The present study has several limitations. First, the relatively small sample size restricts the
possibility of extrapolation to a wider population. Second, it remains unclear which
interventional factor caused the observed results as diet, exercise and VD supplementation may

both have a positive separate or synergic effect on 25(OH)D levels and vascular profiles.

We conclude that the greater improvement in VD status by supplementation during a weight
loss program is able to enhance IMT reduction, but not carotid compliance increase. From a

paediatric health standpoint, such effective program to counteract vascular impairment in obese
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adolescent must be encouraged especially in those with VD insufficiency. Further studies with
more subjects and longer follow-up are required to confirm the vasoprotective effect of VD and

to better understand the mechanisms underlying these effects.
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All obese OA subgroups P value Normal-weight P value
Characteristics (n=26) OS (n=13) ONS (n=13) (())?\I\és (n=18) All ?\?‘e}je vs
Age-yr 14.2 (13.6-14.8) 14.6 (13.6-14.8) 14 (13.1-16.7) 959 14.8 (13.3-15.3) 535
Sex (M-F) 10-16 5-8 5-8 1.0 10-13 728
BMI (kg/m?) 33.5(31.2-36.2) 33.8(31.3-36.5)  32.7 (31.1-36.3) 0.614 19.2 (18.5-20.2) <.0001
BMI Z-score 4.0 (3.5-4.5) 3.9(3.4-4.7) 4.0 (3.4-4.6) 0.959 0.0 (-0.3-0.7) <.0001
Fat mass (%) 41.4 (39.8-43.2) 41.9(39.8-43.6)  41.1 (36.5-44.3) 0.555 23.2(18.4-27.7) <.0001
SBP (mmHg) 112 (106-120) 112 (106-123) 113 (106-120.5) 0.797 104 (100-108) <.001
DBP (mmHg) 66 (62-68) 59 (57-60) 61 (59-68) 0.039 60 (59-62) .004
25(OH)D (nmol/L) 38 (35.4-47.8) 39 (38-55.8) 34.5 (32-58.6) 0.191 57 (48.1-67.7) 0.002
n deficiency in 25(OH)D <37.5
nmol/L Y ©1 8 ! 7 . 0 )
Zrﬁzsll/l{mency in 25(OH)D <50 18 9 9 B 5 )
CRP (mg/mL) 6.1(3.3-10.1) 7.9 (3.6-13.7) 4.4 (2.3-10.1) 0.331 0.3(0.2-0.7) <.0001
IL-6 (pg/mL) 2.6(1.7-2.7) 2.7 (1.8-2.9) 2.3 (1.6-2.7) 0.283 0.55(0.5-1.1) <.0001
Carotid mean diameter (mm) 5.73 (5.59-581)  5.77 (5.53-5.87) 5.70 (5.31-5.82) 0.355 5.05 (4.84-5.24) <.0001
Carotid compliance (mm*mmHg)  0.11 (0.09-0.12)  0.10 (0.06-0.16)  0.11 (0.08-0.12) 0.923 0.16 (0.12-0.18) 0.0017
Intima-media thickness (mm) 0.63 (0.62-0.66)  0.66 (0.62-0.68) 0.342 0.61 (0.59-0.63) 0.0186

0.64 (0.63-0.67)

Median (95%Cls); BMI: Body Mass Index; SBP and DBP: systolic and diastolic blood

pressure; 25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D CRP: high sensitive C-Reactive Protein; IL-6:

interleukin-6.
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Table 2. Three-month changes in biological and vascular outcomes

Changes from baseline (in %)

All obese p value p value
Outcome variables Baseline 3-months oS ONS

25(OH)D (nmol/L) 38 (35.4-47.8) 67(57-71.6)  <0.0001 55 (38.1-72.0) 34.9 (8.1-70.9) 0.132
BMI (kg/m?) 33.5(312362)  303(29.6-32.5)  <0.0001 g5 (-11.2-(-6.3)) 7.8 (-10.9-(-5.6)) 0.649
CRP (mg/mL) 6.1 (3.3-10.1) 2.0 (0.9-4.5) 0.0002 '48'% (3'5)1)'6'(' -65 (-81.1-48) 0.331
IL-6 (pg/mL) 2.6 (1.7-2.7) 1.6 (1.1-1.9) 0.007  -36.9 (-76.9-1.7) -36.3 (-60.3(-12.8)) 1
Carotid diameters (mm) 5.73(5.59-581)  5.66 (5.46-5.83)  0.678 0 (-1.1-2.5) -1.5 (-4.42-3.5) 0.434
Eﬁﬁsgquggp)hame 0.11(0.09-0.12)  0.12(0.10-0.15)  0.05 2.35(-9.8-18.2) 155(-5.3-38.1) 0.305
Intima-media thickness (mm) 0.64 (0.63-0.67)  0.63 (0.62-0.67)  0.034 -3.25 (-7.3-0.9) 0.61 (-6.4-2.1) 0.599

Median (95%Cls); BMI: Body Mass Index; 25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D; CRP: high

sensitive C-Reactive Protein; IL-6: interleukin-6.
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3.4 Etude 2 - article 3

Manuscrit en cours de finalisation d’écriture

Effect of vitamin D supplementation during weight
loss program on micro- and macrocirculation in
obese adolescents: a double-blind randomized trial

VIDADO.

Christopher Morrissey, Antonia Perez-Martin, Cécile Raverdy, Delphine Masson, Marie

Joséphe Amiot, Agnés Vinet.
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Contexte- Hypothése et Principaux Résultats

Avec une prévalence croissante, 1’obésité pédiatrique est un probléme de santé publique
majeur (Tirosh et al., 2011) car elle est associée a des risques considérables pour la santé
présente et future de I’enfant, notamment la santé vasculaire (Must 1992). Notamment, I'obésité
chez les enfants est généralement associée a des signes précoces de dysfonctionnement
vasculaire (endothéliaux et/ou muscles lisses) aux niveaux macrovasculaire (Karpoff 2008;
Montero 2014; Aggoun 2008; Zocalo 2017) et microvasculaire (Schlager 2011, Bhattacharje
2010, Kallerman 2014). ). Une identification a un stade précoce de ces dysfonctions vasculaires

est donc justifiée pour atténuer les complications a long terme.

L'obésité chez les enfants est également associée a une concentration plus faible en VD
(Rajakumar 2008; Alemzadeh 2008; Turer 2013) Or la VD pourrait exercer des effets
protecteurs sur la fonction vasculaire 1) par des effets directs, comme en témoigne la présence
du récepteur de la VD (VDR) et de la 1-a hydroxylase dans les cellules endothéliales vasculaires
et les cellules musculaires (Molinari 2011) qui transforme la VD en substance hormonale 1,25-
OH VD, et la diminution de l'activité de 1'oxyde nitrique synthase et de la production de NO
observées dans les études expérimentales avec des modeles dépourvus de VDR endothélial (Ni
2014) ; mais aussi 2) par le biais d'effets indirects tels que la modulation du stress oxydatif et
des réponses inflammatoires, tant au niveau systémique qu'au niveau endothélial (Schulz et al.,

2014).

Cependant, certaines études observationnelles se sont intéressées a l'association de la
VD avec la dysfonction vasculaire chez les enfants obéses, et ont rapporté des résultats
contrastés (Codoner 2012; Pacifico 2011; Javed 2015). Les essais cliniques randomisés ayant
ciblé les effets vasculaires de la supplémentation en VD chez I'adulte n'ont pas été concluants

(Beveridge 2018; Mzidi 2017; Hussin, 2016). A notre connaissance, seul Javed et (2016) ont
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démontré qu’'un traitement basé sur la supplémentation en VD n’impactait pas la fonction

endothéliale chez les enfants obéses.

A D’inverse, un programme adapté de perte de poids permet généralement d’améliorer

la fonction endothéliale chez les enfants obéses (Montero 2012).

La question de savoir si la supplémentation en VD peut avoir une influence synergique sur les
améliorations induites par les programmes de perte de poids au niveau de la fonction macro et

microvasculaire est de grand intérét.

Ainsi, le but de ce 3°™ papier a été de déterminer si une supplémentation en VD associée
a une perte de poids induite par une prise en charge globale, incluant un entrainement a
dominante aérobie type HIIT associé¢ a un régime chez les adolescents obéses (OA), pouvait
améliorer les effets macro- et micro-vasculaires de maniére plus importante comparé a une prise

en charge globale seule.

A Pinclusion : Les OA présentaient des taux significativement plus élevés de CRP et d'IL-6 et
une concentration de 250HD inférieure a celle des adolescents sains normo-pondérés. Les
résultats de la macrocirculation ont montré une préservation de la fonction endothéliale et de la
fonction musculaire lisse chez les adolescents obéses. En effet, les valeurs de vasodilatation
flux-dépendante (FMD) des OA étaient inférieures a celles des adolescents normopondérés.
Néanmoins, quand les valeurs de FMD étaient indexées aux vitesses de cisaillement (A shear
rate), il ne subsistait plus de différence entre les groupes OA vs normopondérés (Table 2). Au
niveau de la microcirculation: les AO présentaient des valeurs d’augmentation de la
conductance vasculaire cutanée en réponse aux doses d’ACh et de SNP plus faibles que celles
des adolescents témoins. Les OS et ONS n’ont pas montré de différence au niveau des

paramétres macro- et microcirculatoire avant I’intervention. La concentration en 25(OH)D

196



Etude 2 — article 3

n’était pas corrélée avec les marqueurs vasculaires malgré une tendance observée avec le
paramétre d’augmentation de la conductance vasculaire cutanée en réponse aux doses d’ACh

(1=0.26, p=0.09).

Aprés le programme interventionnel de trois mois (i.e en Juin), les concentrations de
25(0OH)D ont augmenté¢ et les valeurs de IMC, HOMA-IR et CRP ont diminué dans les deux
groupes d’adolescents obeses (OS et ONS). La correction de la déficience en VD a été atteinte
chez tous les OS et chez 70% (9/13) des ONS. De manicre intéressante, la conductance
vasculaire cutanée en réponse aux doses d’ACh et de SNP a pu étre améliorée dans le seul
groupe OS (Table 2). La variation (%) du statut en 25(OH)D était significativement corrélée
avec la variation (%) de la conductance vasculaire cutanée en réponse aux doses d’ACh (A Ach
CVC, r=0.49, p=0.03) et de SNP (A SNP CVC, r=0.54, p=0.02) pour les deux groupes OS et

ONS. ASNP CVC a été significativement corrélé avec A HOMA-IR (r=-0.53, p=0.02).
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INTRODUCTION

The prevalence of paediatric obesity is increasing and becomes a major public health issue
(Tirosh et al., 2011) with considerable risk consequences, especially vascular health, not only
in the child period but also at adult stage (Must et al., 1992). Childhood obesity is associated
with early signs of vascular dysfunction (endothelial and/or smooth muscle) at both
macrovascular (Karpoff et al., 2009b); (Montero et al., 2014b) (Aggoun et al., 2008b);(Zdcalo
et al., 2017b)) and microvascular levels (Schlager et al., 2011b) ;(Bhattacharjee et al.,
2010b) ;(Hedvall Kallerman et al., 2014). Early identification of vascular dysfunctions is thus

needed to mitigate long-term complications.

Obesity in children is also associated with lower concentration of vitamin D (VD) (Rajakumar
etal., 2008);(Alemzadeh et al., 2008b); (Turer et al., 2013) as a result of larger VD sequestration
and/or altered metabolism in adipose tissue, sunlight underexposure, and low consumption of
VD rich food products (Pourshahidi 2015). VD might exert direct protective effects on vascular
function, as evidenced by the presence of Vitamin D Receptor (VDR) and 1-a hydroxylase in
vascular endothelial cells and smooth muscle cells (Molinari et al., 2011), and by experimental
models lacking endothelial VDR which decreased nitric oxide synthase activity and NO
production (Ni et al., 2014b). In addition, indirect effects may also be implicated, including a
modulation, at systemic and endothelial levels, of oxidative stress and inflammatory responses

(Dalan 2014).

However, observational studies evaluating the association of VD and vascular dysfunction in
obese children are not concordant (Codofer-Franch et al., 2011); (Pacifico et al., 2011b); (Javed
et al., 2016). Randomized clinical trials examining the vascular effect of VD supplementation

in adults have also been inconclusive so far (Mazidi et al., 2017)Beveridge 2018; Hussin 2016).
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In obese children, to our knowledge, only Javed et (2016) reported lack of impact of VD

treatment on endothelial function.

Weight-loss program usually improves endothelial function in obese children (Montero et al.,
2012c). Whether VD supplementation may have a synergistic effect with weight-loss program
on macro- and microvascular functions remains unexplored. Thus, we performed a randomized
double-blind, placebo-controlled trial enrolling obese adolescents to analyze the impact of VD
supplementation associated with a lifestyle program mediated-weight loss (including aerobic

training and reduced caloric diet) on vascular function.

Materials and Methods

Study Population

The VIDADO trial (NCT02400151) is a clinical study designed to examine the effect of a
lifestyle program combined or not with VD supplementation on fat mass and cardiovascular-
metabolic risks in OA [Morrissey, in submission]. The experimental design, population
recruitment procedure, and data about eligibility, compliance and drop-out have been reported
in details elsewhere (Morrissey, in submission). Briefly, twenty-six OA, 12 to 17 years old,
were enrolled in a paediatric weight management clinic in the south of France and 23 puberty-
matched normal-weight controls (NW) were volunteers (case-control study). To avoid seasonal
variations, all adolescents were considered for inclusion during March-April, the first year
(2015) and March-April, the second year of inclusion (2016). Written, informed consent was
obtained from all adolescents and their parents.

BMI z-scores were calculated. Values greater than 3 defined severe obesity. OA were

randomized into two groups, receiving every morning a fruit juice, without (ONS; n=13) or
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with (OS; n=13) VD supplementation (4000 IU/d of VD3 UVEDOSE 100000 IU/2 mL, Crinex
laboratory, France) (Biancuzzo et al., 2010b). All OA followed a three-month weight-loss
program while NW were asked not to change their lifestyle habits. Two adolescents in the OS
group left the clinic before the end of the program for personal reason (at 3 months, OS=11).
Daily throughout the clinic program, the OA received both standard and personalized balanced
meals prescribed by dieticians based on a balanced distribution of macronutrients:
carbohydrates (55%), proteins (15%), and lipids (30% total, with less than 10% saturated fat).
Their total daily food intake was calculated to enable them to reach a negative balance of 500
kcal/day. During the 3 months, aerobic training consisted of 180 min/week of supervised

moderate-to-vigorous intensity exercise as previously described (Morrissey et al., 2018).

Demographic, clinical and biological parameters

Measurements of anthropometrics and biological blood markers were performed at baseline
and after 3 months in OA and in controls. Body composition was assessed by dual-energy x-
ray absorptiometry. Blood samples were collected to assess concentrations of fasting glucose,
insulin, high sensitive C-reactive protein (CRPus) and 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D)
concentrations. Insulin resistance was estimated by the calculation of the homeostasis model
assessment-insulin resistance (HOMA-IR) index (Mathiews 1985). Blood pressure was
measured on the left arm by an automated system (Dinamap, GE Medical Systems, Milwaukee,

USA).

Vascular measurements
Both macro and microvascular measurements were performed at inclusion and after 3-month

program. Adolescents were examined in a supine position, after a 20 minutes resting period, in
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a room maintained at 22- 24°C, after at least 3 hours of fasting and abstinence from caffeine
and strenuous exercise for 24 hours. All vascular measurements and off-line analyses were
performed by 2 observers (AV, CM) blinded to group allocation.

Ultrasonographic analyze of brachial artery properties was performed by the same investigator
(A.V.), according to the International Brachial Reactivity Task Force Guidelines (Corretti et
al., 2002). Brachial measurements were achieved using high-resolution vascular
ultrasonography (MyLab30, Esaote SpA, Firenze, Italy), with a 10-MHz multi-frequency linear
probe. B-mode images and Doppler signals were continuously and simultaneously recorded for
off-line analysis. All results were calculated as the average of 5 consecutive measurements.
Flow mediated dilation (FMD), a well-established non-invasive method to estimate endothelial
function in conduit artery, was performed. Briefly, a pneumatic cuff was put on the right
forearm near the elbow. The ultrasound probe was placed approximately midway between the
antecubital and axillary regions, and baseline brachial artery diastolic lumen diameter was
measured. The cuff was then inflated to 250 Hg mm for 5 minutes before sudden cuff deflation
induced post-ischemic hyperemia. Fifteen minutes later, baseline measurements were repeated
before 0.4 mg of isosorbide dinitrate (Isocard, Schwarz Pharma, Monheim, Germany), an
endothelium-independent vasodilator, was given sublingually to assess endothelium-
independent vasodilation (nitrate-mediated dilation, NMD). This procedure is described in
detail elsewhere (Vinet et al., 2018)(Montero et al., 2014b). FMD and NMD were expressed as
the percentage change of peak diastolic brachial diameter after reactive hyperemia and
exogenous organic nitrate administration, respectively, relative to the baseline diastolic
diameter. Time-averaged mean blood flow velocity and blood flow were determined. Shear rate
(s!) was calculated as 4 x time-averaged mean blood flow velocity/mean brachial diameter, to
estimate resting and peak shear stress (Wray et al., 2005). FMD was normalized by the delta

shear rate (Ashear rate) calculated from peak brachial shear rate minus resting brachial shear
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rate (Thijssen et al., 2011b). Within-subject coefficient of variations in our laboratory at rest
were 1.8% for arterial diameters, 13.2% for time averaged mean velocity and 12.7% for blood

flow (Walther et al., 2008).

Microvascular assessment of cutaneous blood flow (CBF) was performed by one investigator
(D.M.). Prior commencing procedures, the arm was immobilized with a vacuum cushion.
Microvascular endothelium-dependent and independent vasodilation was assessed using a laser
speckle imaging system with a laser wavelength of 785nm (LSCI, PeriCam PSI System®,
Perimed, Jérfilla, Sweden) in combination with transdermal iontophoresis technique on the
ventral face of the forearm skin. LSCI uses the random speckle pattern generated by the
illumination of the tissues under study by a coherent laser light. The sampling frequency was
18 Hz and the distance between the laser head and skin surface was fixed at 15cm (Mahé et al.,
2011). The perfusion values from the skin were calculated using the manufacturer's software
(PimSoft 1.2.2.0®; Perimed, Jérfélla, Sweden). To investigate the endothelium-dependent and
independent vasodilation, the site was iontophoresed with a single dose of acethylcholine (ACh)
and of sodium nitroprusside (SNP). Iontophoresis is a non-invasive method allowing local
migration of vasoactive drugs, electrically charged molecules, through the skin by use of a low
electric current provided by a current controller delivering device (PF 751 Perilont systems,
Perimed, Jarfilla, Sweden). Subsequently, basal CBF was measured over a 2-min period,
iontophoresis of ACh or SNP was performed (200 pl of 1% solution dissolved in sodium
chloride) in order to achieve a plateau of the response. As recommended by Loader et al (Loader
et al., 2017), ACh was administrated with an anodal current of 0.02 mA during 200s and SNP
was administrated with a cathodal current of 0.02 mA during 400 s. CBF values were averaged
over a 10 second period at the maximal plateau. The CBF responses were expressed in

cutaneous vascular conductance (CVC), which is the flow in perfusion unit divided by the mean
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arterial pressure in mmHg to equalize differences in blood pressure between participants

(Roustit and Cracowski, 2013b).

Statistical method

The statistical analysis was performed with MedCalc. Due to the small sample size (<30), we
performed non-parametric statistical tests involving median comparisons. At first, we run
Mann-Whitney Tests between OA and NW to check the baseline. We also compared OS and
ONS with Mann-and-Whitney tests. Then we computed Wilcoxon Signed-Rank tests to
compare the effect of the program in OS and ONS. Finally, Spearman correlations were used

to explore relationships between delta 25(OH)D and delta vascular outcomes in all obese.

RESULTS

The main clinical subject characteristics are shown in Table 1.

At inclusion, OA had significantly higher BMI, BMI-Z score and fat mass than NW. OA had
significant lower 25(OH)D concentration, higher systolic blood pressure, HOMA-IR and CRP
levels than NW. VD insufficiency (defined by 25(OH)D levels < 50 nmol.L-! (Saggese et al.,
2018) was detected in 73% (18/26) of OA and in only 22% (5/23) NW. OA (OS and ONS) were
not different with respect to age, clinical and biological parameters except for HOMA-IR with
higher values in OS than in ONS. While maximal shear rate and NDD did not differ between
groups, OA had lower FMD than NW. However, when FMD was indexed to Ashear rate, there
was no longer significant difference between OA and NW (Table 2). In contrast, OA exhibited

lower ACh and SNP CVC increase with similar baseline CVC in comparison with NW. OS and
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ONS were not different with respect to basal macro- and microcirculation parameters.
Concentration in 25(OH)D was not correlated with any vascular marker despite a tendency with

ACh CVC increase (1=0.26, p=0.09).

After 3-month intervention program (i.e in June), 25(OH)D increased and BMI, HOMA-IR and
CRP decreased in both OS and ONS. Correction of VD deficiency (to a level above 50 nmol/L)
was achieved in all OS and in 70% (9/13) of ONS. Interestingly, ACh and SNP CVC only
improved in OS group (Table 2). In both groups, delta change of 25(OH)D significantly
correlated with delta change of both ACh CVC (=0.49, p=0.03) and SNP CVC (r=0.54,
p=0.02). Delta change of SNP CVC significantly correlated with delta change of HOMA-IR

(1=-0.53, p=0.02).

DISCUSSION

This double-blind randomized controlled trial exhibits main findings: (i) VD supplementation
during a weight loss program improved microcirculation function without effect on
macrocirculation function and (ii) the greater improvements of peak responses to ACh and SNP
were observed in OA who got the greater 25(OH)D increase. This result may add new evidence
for a vasculoprotective function of VD and consequently may be an important paediatric health

standpoint.

As expected, and in accordance with previous studies, 73% of OA had VD insufficiency at
baseline (Ganji et al., 2011a). The low 25(OH)D in OA could be explained by different
processes including: limited skin exposure to UV B radiation because of more cover-up and/or
less outdoor activities, impaired ability of skin to convert 7-dehydrocholesterol to VD3,

sequestration of VD in adipose tissue and its volumetric dilution (Pourshahidi et al., 2015).
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However, in our study, no relation was found between 25(OH)D and vascular parameters,
assayed in all OA, whereas VD insufficiency was previously associated with endothelial
dysfunction in adults (Al Mheid et al., 2011)(Brewer et al., 2011). In obese children,
observational studies evaluating association between VD and macrovascular dysfunction
reported discrepancies (Codofier-Franch et al., 2012d) (Pacifico et al., 2011b)(Javed et al.,
2016). A study reported a link between VD insufficiency and endothelial activation,reflected
by elevated VCAM in obese children with VD insufficiency (Codofier-Franch et al., 2012d).
However, endothelial dysfunction (i.e altered FMD) is not correlated with low 25(OH)D levels
in obese children (Pacifico et al., 2011b) (Javed et al., 2016). The results of these two studies
must be discussed because Javed et al had no control group (Javed et al., 2016) while Pacifico
et al (Pacifico et al., 2011b) did not include FMD comparison, so that they prevented from
conclusion about benefit/risk on endothelial function in obese children. As regards to
macrovascular parameters, increased shear was reported as the stimulus for FMD (Thijssen et
al., 2011b). In our study, when normalized for delta shear rate, FMD was no significantly
different between OA and NW suggesting preserved brachial endothelial function in OA. This
result is in accordance with recent and larger published works comparing obese children and
adolescents to their normal-weight counterparts (Charakida et al., 2012b) (Montero et al.,

2014b), even discrepancy has been observed (Tounian et al., 2001b).

Microcirculation is increasingly recognized to be independently involved in vascular diseases,
previously thought to be a macrocirculation matter (Weinsperger 2012). Numerous studies
about microvascular function in obese children reported conflicting results (Chin et al., 1999b)
(Bhattacharjee et al., 2010b) (Schlager et al., 2011b) (Khan et al., 2003) (Monostori et al.,
2010b) (Hedvall Kallerman et al., 2014) (Montero et al., 2014b). Even the trials based on a
comparable skin microcirculation and iontophoresis technique to ours, reported conflicting

results. Montero et al (Montero et al., 2014b) reported preserved microcirculation function in
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severe OA without comorbidities while Monostori et al (Monostori et al., 2010b) reported
decreased SNP perfusion response with normal ACh response in hypertensive OA.
Interestingly, in healthy children, Khan et al (Khan et al., 2003) showed that microvascular
function is impaired in subjects with elevated post-feeding glucose levels. Accordingly, OA in
our study were insulin-resistant (HOMA-IR >3.16, the cut-off previously defined for insulin
resistance (Codofier-Franch et al., 2011). Thus, one may hypothesize that early insulin
resistance, among other metabolic disturbances in OA, could contribute to impaired
microvascular function. In our knowledge, there is no study on the potential relationship
between microcirculation and VD insufficiency in obese children. Given the increasing clinical
significance of microvascular dysfunction in the development of cardiovascular disease, it is
possible that the link between VD and cardiovascular disease may be explained by a

microvascular component.

The effects of vitamin D supplementation in obese children are still poorly understood
(Szlagatys-Sidorkiewicz et al., 2017), especially effects on vascular function. Our weight-loss
program improved 25(OH)D levels in OA whatever the group, OS and ONS - presumably due
to hemodilution and to sun exposure. In our experiment, VD supplementation during weight
loss program produced distinctive vascular functional effects, mainly depending on artery type.
We found no effect of 3 months VD supplementation on macrovascular function. Recent meta-
analysis in adults have reported a non-significant effect of VD supplementation alone on
endothelial function (Beveridge et al., 2018a) (Mazidi et al., 2017). This could be related to the
lack of baseline brachial endothelial dysfunction in OA, so that VD supplementation has no
additional impact. To our knowledge, only one prior study evaluated the effect of 100 000 UI
VD3 once a month for 3 months on FMD in OA (Javed et al., 2016) and concluded to no

significant change.
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In contrast, microvascular function (ACh and SNP CVC increase) improved after 3-months,
but only in OS group, who exhibited a microcirculation dysfunction at baseline. Differences in
macro- and micro-vascular responses to VD supplementation may be explained by differences
in physiological control mechanisms of conduit and resistance arteries. Mechanisms implicated
in 25(OH) D vascular function control is not-well understood and is beyond the scope of the
study. Several hypothesis can be formulated: vascular cell types-specific responses to VD,
different amounts of VDR and/or less 1-alpha hydroxylase content, different roles of active VD
and VDR in the regulation of vascular and perivascular supporting cell function (Jamali et al.,

2018).

The weight-loss program combined with VD supplementation resulted in a significant increase
of microcirculation function with the greatest enhancement obtained in those OA who improved
more 25(OH)D. A recent meta-analysis in adults (Beveridge et al., 2018a), based on only 3
trials (Witham et al., 2013) (Dreyer et al., 2014) (Stricker et al., 2012), has shown a small
significant effect of VD supplementation alone on microcirculation function (SMD, 0.43; 95%

ClI, 0.09-0.76; P=0.01). The clinical significance of this result is not clear.

In addition, improvement in microcirculation in OS can be linked to an increase in VD, but also
to a decrease in inflammatory status and HOMA-IR. In fact, VD supplementation could have
anti-inflammatory effects through the reduced expression of pro-inflammatory molecules
(Zanetti et al., 2014) even a non-significant effect of VD supplementation on inflammatory
markers was found in a meta-analysis on obese adults (Jamka et al., 2016). Accordingly, we
did not find any relationship between the decrease in CRP and the improvement in ACh and
SNP responses. In contrast, delta SNP CVC increase negatively correlated with decrease of
HOMA-IR. The role of VD in the regulation of insulin sensibility has been highlighted

(Teegarden and Donkin, 2009b). However, Jamka et al (2015) found no effect of VD
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supplementation on HOMA-IR in adults (Jamka et al., 2015b). The lack of effect has also been
reported in OA (Nader et al., 2014). Insulin resistance has been postulated to trigger
prohypertrophic effects on vascular smooth muscle cells, leading to the development of
vascular dysfunction (de Jongh et al.,, 2008). We already reported increased insulin
vasoreactivity after a lifestyle program in adults with metabolic syndrome (Vinet et al., 2015).
This change in insulin vasoreactivity was partly related to changes in inflammatory markers.
Thus, we may speculate that HOMA-IR decrease in OA could improve insulin vasoreactivity

and, as a consequence, could also improve microcirculation function.

The strengths of our study are its double-blind randomized placebo control design, replacement
of vitamin D in line with international guidelines, the 100% compliance by having the OA
hospitalized as well as the use of techniques that specifically assessed both conduit artery and
microcirculatory vascular function. The present study has several limitations. First, the
relatively small sample size restricts the possibility of extrapolation to a wider population.
Second, it remains unclear which interventional factor caused the observed results as diet,
exercise and VD supplementation may both have a positive separate or synergic effect on

25(0OH)D levels and vascular profiles.

In summary, our data indicate that daily VD supplementation during a weight loss program
associated diet and exercise is able to significantly improve microcirculation function in OA
with microcirculation dysfunction at baseline. Our results need to be confirmed in the future, in
larger studies before VD supplementation could be recommended in a lifestyle program to

counteract vascular impairment of childhood obesity.
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Table 1
Baseline characteristics of participants.

All obese OA subgroups P value Normal-weight P value

Characteristics (n=26) 0OS (n=13) ONS (r=13) OS vs (n=23) All obese vs
ONS NwW

Demographic parameters
Age-yr 14.2(13.6-14.8)  14.6 (13.6-14.8) 14 (13.1-16.7) 959 14.9 (14.2-15.3) 0.193
Sex (M-F) 10-16 5-8 5-8 1.0 10-13 728
Clinical parameters
BMI (kg/n?) 33.5(31.2-36.2) 33.8(31.3-36.5)  32.7(31.1-36.3) 0.614 19.2 (18.5-20.2) <.0001
BMI Z-score 4.0 (3.5-4.5) 3.9(3.4-47) 4.0 (3.4-4.6) 0.959 0.1(-0.3-0.7) <.0001
Fat mass (%) 41.4(39.8-43.2)  41.9(39.8-43.6)  41.1(36.5-44.3) 0.555 23.2(18.4-27.7) <.0001
SBP (mmHg) 112 (106-120) 112 (106-123) 113 (106-120.5) 0.797 105 (102-109) <.001
DBP (mmHg) 66 (62-68) 59 (57-60) 61 (59-68) 0.039 67 (63-69) 006
Biological parameters
25(OH)D (nmol/L) 38 (35.4-47.8) 39 (38-55.8) 34.5 (32-58.6) 0.191 62 (55-68.3) <0.0001
n deficiency in 25(OH)D < 37.5 nmol/L 8 1 7 - 0 -
n insuficiency in 25(OH)D < 50 nmol/L 18 9 9 - 5 -
HOMA-IR 4.0 (3.3-5.6) 5.6 (3.5-6.7) 3.4(2.3-4.0) 0.01 2.23(1.4-2.8) <0.0001
CRP (mg/mL) 6.1(3.3-10.1) 7.9 (3.6-13.7) 4.4 (2.3-10.1) 0.331 0.3 (0.2-0.9) <.0001
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Normal-weight All obese P value OA subgroups P value
Vascular Parameters (n=23) (n=26) All ?\E{f\?e Vs 0S (n=13) ONS (n=13) OS vs ONS
Macrocirculation
FMD (%) 9.60 (7.69-12.93) 6.66 (5.13-8.09) 0.015 6.06 (3.22-10.52) 6.89 (5.19-8.77) 0.442
Peak shear rate (s) 367.8 (569.0-753.5) 587.1(507.6-660.2) 0.206 598.7 (490.7-737.8)  578.2(406.7-763.1) 0.699
FMD/deltaSR (%.s1) 0.019 (0.015-0.036) 0.014 (0.011-0.023) 0.141 0.012 (0.007-0.024)  0.019 (0.009-0.039) 0.349
NMD (%) 22.25(18.18-29.21) 19.35(15.41-22.38) 0.107 16.61 (12.24-20.90)  20.34 (15.80-26.24) 0.061
Microcirculation
Resting CVC (PU.mmHg-1) 4.5(3.7-5.3) 4.5 (4.0-5.1) 0.991 4.4(3.7-5.7) 4.6 (3.4-5.1) 0.880
Peak ACh CVC (PU.mmHg-
1) 11.6(8.7-13.1) 8.9 (7.9-10) 0.073 8.3(6.7-9.7) 9.4 (7.9-13.1) 0.124
ACh CVC increase (%) 147.7 (114.8-180.9) 113.3 (69.6-136.5) 0.013 80.7 (40.5-134.3) 124.8 (77.6-148.7) 0.1846
Peak SNP CVC (PU.mmHg-
1 9.7 (8.5-12.9) 9.0(7.2-10.0) 0.17 53.3(36.2-118) 120.4 (72.5-153.1) 0.07
SNP CVC increase (%) 136.0 (86.7-170.9) 94.6 (42.5-123.8) 0.033 53.3 (36.2-117.9) 120.4 (72.5-153.1) 0.08
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Table 3. Three-month changes characteristics of adolescents involved in the study

(0N ONS
Outcome variables Baseline 3-months Baseline 3-months

25(0H)D (nmol/L) 39 (38-55.8) 70 (59.8-91.7)%** 34.5 (32-58.6) 60 (40.2-70.5)%**
BMI (kg/m?) 33.8(31.3-36.5) 31.6 (28.7-33.1)##* 32.7 (31.1-36.3) 30.1 (29.2-32.7)%%*
HOMA-IR 5.6 (3.5-6.7) 3.3(2.9-4.2)%* 3.4(2.3-4.0) 2.3(14-3.1)*
CRP (mg/mL) 7.9(3.6-13.7) 6.5 (1-7.9)* 4.4(2.3-10.1) 1.8 (0.7-2.5)%*
FMD/Ashear rate (%.s-1) 0.012 (0.007-0.024) 0.014 (0.007-0.02) 0.019 (0.009-0.039) 0.011 (0.009-0.025)
NMD (%) 16.61 (12.24-20.90) 16.64 (10.51-19.96)  20.68 (16.17-27.55) 22.54 (16.07-26.85)

ACh CVC increase (%)
SNP CVC increase (%)

80.7 (40.5-134.3)
63.5 (36.2-117.9)

137.13 (90.1-169.9)*
149.3 (66-184.9)*

124.8 (77.6-148.7)
120.4 (72.5-153.1)

126.74 (112-151.8)
131.5 (34.6-207.1)

* Significant difference between baseline and 3-months
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La premiére étude a révélé, dans un premier temps, que les adolescents obéses ont
paradoxalement une réactivité microvasculaire supérieure aux adolescents normopondérés de
méme age. Il est important de noter que les adolescents obéses inclus dans cette étude 1 ne
présentaient pas d’insulino-résistance : leur HOMA-IR était en moyenne égal a 2, inférieur a
3.16, seuil d’insulino-résistance défini chez I’enfant (Keskin et al., 2005). Dans un deuxi¢éme
temps, les deux modalités d’entrainement (MCT et HIIT) ont engendré une diminution des
ratios pic de perfusion/perfusion basale chez les adolescents obéeses. Ces résultats confirment
une fois de plus qu’il existe une fonction microvasculaire préservée voire supérieure chez les
adolescents obéses par rapport aux adolescents sains, et I’entrainement aérobie produit des
effets positifs au niveau du remodelage microvasculaire chez ces mémes adolescents. Bien que
notre résultat d’une conductance vasculaire cutanée élevée chez les adolescents obéses soit
inattendu de prime abord, notre observation est conforme a d’autres études antérieures menées
aupres d’enfants obéses, utilisant différentes approches (iontophorése d'acétylcholine,
hyperthermie ou PORH) (Chin et al., 1999a; Monostori et al., 2010a; Montero et al., 2014a;
Schlager et al., 2011a). Les mécanismes susceptibles d’expliquer les résultats observés ne sont
pas totalement connus. Bien que certaines ¢tudes aient déja rapporté une diminution de la
biodisponibilit¢ du NO chez les enfants obéses (Karpoff et al., 2009¢; Tounian et al., 2001c¢),
des effets compensatoires liés a d’autres mécanismes vasoactifs pourraient induire ce
phénoméne de réactivité microvasculaire préservée voire augmentée. Dans une récente revue,
Cracowsky et Roustit (Cracowski and Roustit, 2016) ont rapporté que lors du PORH, le pic de
perfusion et la phase du décours de la réponse dépendaient principalement de I’implication des
nerfs sensitifs et des acides époxyécosatriénoiques (principaux facteurs hyperpolarisant
(EDHF)) et non du NO. Conformément a ces résultats, la valeur plus élevée de la réponse
hyperémique lors du test PORH peut étre interprétée comme un signe de phénomene

compensatoire des facteurs EDHF a 1’altération fonctionnelle du NO afin de maintenir une
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fonction endothéliale normale, tel qu’on put le suggérer Patik et al., (2016). Il existe un
consensus de plus en plus établi pour dire que la dysfonction microvasculaire précéde la
dysfonction macrovasculaire, reflétant ainsi une étape précoce des maladies vasculaires
(Anderson et al., 2011; Flammer et al., 2012). L’observation d’une réactivit¢ microvasculaire
plus importante chez les adolescents obéses avant le programme interventionnel, laisse suggérer
un phénoméne de compensation transitoire ayant lieu pendant la période de 1’adolescence des
jeunes sujets obéses (Montero et al., 2012b). D'autres recherches sont nécessaires pour mieux
¢valuer la progression du dysfonctionnement microvasculaire tout au long de la vie des

personnes obeses.

L’activité physique est une pierre angulaire du traitement de I’obésité. Cependant, la
littérature actuelle n’a pas établi de consensus en ce qui concerne les modalités d’exercice
censées étre les plus efficaces pour améliorer les paramétres anthropométriques, métaboliques,
de performance et de fonction vasculaire des publics souffrant d’obésité. Notre étude a
démontré que 3 mois d’entrainement en MCT ou HIIT avaient des effets positifs comparables
au niveau de la composition corporelle, des marqueurs métaboliques et de la condition aérobie
chez les adolescents obéses. Nos résultats de données anthropométriques sont en accord avec
une méta-analyse de 6 études cliniques (Garcia-Hermoso et al., 2016) ayant comparé un mode
d’entrainement HIIT avec d’autres modes d’entrainement chez les enfants obéses. Par contre,
nous avons observé une amélioration comparable de la condition aérobie quelle que soit la
modalité d’entrainement (MCT et HIIT), notre résultat différe de ceux rapportés dans la méta-
analyse citée ci-dessus, faisant état d’une amélioration de VO2max supérieure aprés un
programme HIIT comparé a d’autres modalités d’entrainement. Toutefois, seuls Araujo et al.,
(Corte de Araujo et al., 2012) ont strictement comparé¢ des programmes en MCT et HIIT, en
rapportant une amélioration similaire de la condition aérobie aprés les deux modalités

d’entrainement. Eu égard a la dépense énergétique 37% inférieure de I’entrainement HIIT par
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rapport a ’entrainement MCT, HIIT est une modalité d’entrainement adaptée susceptible d’étre

utilisée pour améliorer la composition corporelle et la condition aérobie des enfants obeses.

Bien que les effets bénéfiques de [1activité physique sur les paramétres
macrocirculatoires soient bien connus (Dias et al., 2015) , il existe relativement peu de données
au niveau microcirculatoire en relation avec 1’obésité infantile. Montero et al. ((Montero et al.,
2014a) ont étudi€ les effets potentiels d’une intervention de 5 mois incluant un programme
d’activité physique associ¢é a un programme di¢tétique hypocalorique sur la fonction
microcirculatoire chez les adolescents obéses. Les auteurs n’ont pas observé d’effet d’une
amélioration de I’intervention sur le pic de perfusion sanguine aprés 1’iontophorése
d’acétylcholine et de nitroprussiate de sodium et aprés un test d’hyperthermie. Egalement, les
valeurs de pic de perfusion et de pic de conductance vasculaire cutanée rapportées dans notre
¢tude n’ont pas été modifiées par le programme d’entrainement quel que soit la modalité (MCT
et HIIT). Toutefois, les ratios pic de perfusion/perfusion basale ont diminué¢ de fagon
significative dans les deux groupes d’entrainement, due a I’augmentation de la perfusion a 1’état
basal (tendance p=0.074). Nous pouvons supposer que des épisodes de répétitions d'exercice
physique, sollicitant le corps entier et stimulant la vasodilatation cutanée thermorégulatrice,
peuvent induire un remodelage vasculaire, soit par 1’augmentation de la taille des petites
artérioles, soit grace a une plus grande densité capillaire (Green et al., 2004). La littérature a
déja rapporté une association entre 1’exercice physique et I’augmentation des facteurs
d’angiogenese, tels que des facteurs de croissance endothéliaux vasculaires et les facteurs
induits par ’hypoxie (Hoier and Hellsten, 2014). En outre, Moares et al (de Moraes et al., 2016)
ont montré une amélioration de la densité capillaire a ’aide de la technique de microscopie
vidéo intravitale suite a un entrainement de type aérobie de faible intensité réalis¢ chez des
patients atteints de diabete 1. Dans notre étude, I’amélioration potentielle de la densité capillaire

en condition basale n’a pas été accompagnée par des changements au niveau du recrutement de
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capillaires pendant la phase hyperémique du PORH avec I’entrainement, i.e la valeur du pic de
perfusion n’ayant pas augmenté avec l’entralnement. Nous émettons 1’hypothése qu’une
période d’entrainement prolongée aurait ét¢ nécessaire pour observer une amélioration de la
fonction microcirculatoire chez les adolescents obéses (Bruyndonckx et al., 2015; Tew et al.,

2011).

Notre étude comportait certaines limitations. Premiérement, la taille de I’échantillon de
sujets étudiés relativement faible ne permet pas d’extrapoler nos résultats a une plus large
population. Deuxiémement, la technique de fluxmétrie laser Doppler ne mesure pas la perfusion
sanguine en valeur absolue mais donne un index de perfusion relatif exprimé en unités
arbitraires internationales (AU). Troisiémement, les protocoles de réentrainement a 1’effort
n’étaient pas isocaloriques ; toutefois, la prise en compte des différences de coflit énergétique
moyen par session fixées en covariable n’a pas changé nos résultats finaux. Finalement, la
question se pose de savoir quel facteur de I’intervention est le plus en mesure d’expliquer les
résultats observés, puisque les programmes diététiques et d’entrainement peuvent
respectivement avoir un effet positif et/ou synergique sur les profils anthropométriques,
métaboliques et vasculaires. Un groupe controle d’adolescents obeses n’ayant pas exercé
d’activité physique n’a pas été inclus dans cette étude. Ce design d’étude n'était pas possible
dans le centre pédiatrique de traitement de 1I’obésité infantile pour des raisons de modifications
difficiles de I’organisation interne du centre (combinant rythme scolaire, régime diététique et
activité physique). Néanmoins, comme tous les adolescents obéses suivaient le méme régime
alimentaire, seule la modalité d'exercice différenciait les deux groupes (MCT et HIIT), les
changements observés peuvent donc étre spécifiquement attribués au mode d’entrainement. 11
sera intéressant de proposer des entrainements isocaloriques pour confirmer ces résultats.

L’entrainement en circuits alternés et adaptés en HIIT était une approche originale et ludique
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et il serait intéressant d’évaluer I’adhésion et le maintien de 1’activité physique a moyen et long

terme dans nos populations.

Notre étude d’intervention princeps chez les adolescents obéses (Etude 2 article 1)

a confirmé que 1'obésité pédiatrique altére de nombreuses variables cardio-métaboliques.

A T’inclusion, une prévalence de la résistance a l'insuline, un rapport TG/HDL-C plus
¢levé et un statut inflammatoire supérieur a celui des adolescents de poids normal a été
nettement mis en évidence. Le ratio TG / HDL-C a été rapporté comme un marqueur de
I'augmentation de la rigidité artérielle chez les jeunes en état d’obésité (Urbina et al., 2013). Par
ailleurs, nous avons constaté dans I’étude VIDADO, contrairement a 1’étude sur les modalités
d’entrainement, que les valeurs d'insuline et de HOMA-IR ¢étaient chez les adolescents obéses
supérieures aux seuils défavorables précédemment définis : soit> 100 pmol/L (Delvin et al.,
2010) et > 3,16 (Keskin et al., 2005), respectivement. Nous avons confirmé que les statuts en
25 (OH) D étaient tres faibles chez les adolescents obéses. Dans notre étude, un déficit en 25
(OH) D <50 nmol / L, soit égal a 20 ng/mL (ANSES, 2016), a été retrouvé pour 70% de nos
sujets obéses. Nos résultats sont en accord avec d’autres études dont celle de Ganji (Ganji et
al., 2011b) L’insuffisance en VD associée a I’obésité peut étre expliquée par de nombreux
facteurs. Les explications plausibles sur ce faible taux chez les enfants et adolescents obeses
incluent une exposition cutanée aux rayons UV-B limitée en raison d'une plus grande
couverture de la peau par les vétements et / ou moins d'activités réalisées en extérieur, une
altération de la capacit¢ de la peau a convertir le 7-déhydrocholestérol en VD3, une
séquestration dans le tissu adipeux ainsi qu’une dilution volumétrique plus importante chez les
adolescents obéses (Pourshahidi 2015). Aussi, le stockage et la dilution de la VD dans la masse
grasse réduisent-ils la biodisponibilité systémique de la VD qui ne peut étre transformée par le

foie et les reins en sa forme biologiquement active. Ce statut faible en 25(OH)D a été associé a
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des anomalies métaboliques (résistance a l'insuline, hyperlipidémie, hypertension) chez les

enfants obeses (Gilbert-Diamond et al., 2010 ; Barja-Fernandez et al., 2018).

Dans notre étude, nous avons montré une augmentation du statut en 25(OH)D dans les
deux groupes d’adolescents obéses, supplémenté et non supplémenté en VD, au bout des 3 mois
du programme combinant nutrition et activité physique. Lors de la perte de poids, il y aurait un
relargage de 25(OH)D dans la circulation, ce qui a été précédemment rapporté chez les adultes
obé¢ses (Gangloff et al., 2015; Pannu et al., 2016). Tzotzas et al (2010) ont ainsi rapporté qu'une
réduction de10% du poids corporel entrainait une augmentation de la concentration en VD chez
des individus obeses auparavant insuffisants en VD. Bien que les ONS aient pu augmenter de
maniere significative (+ 35%) leurs taux de 25 (OH) D, le statut en VD a ét¢ maintenu au niveau
d’insuffisance chez 38% des OA. Néanmoins, une supplémentation en VD sur la base de 4000
Ul / jour administrée aux OA pendant 3 mois au cours d'un programme de perte de poids a été

efficace pour atteindre des taux adéquats de 25 (OH) D.

Par ailleurs une synthése cutanée a pu contribuer également a 1’amélioration du statut
en 25(OH)D, car notre intervention intégrant des séances d’activité physique a I’extérieur s’est
déroulée pendant une période plus ou moins ensoleillée. D’ailleurs, le groupe témoin adolescent
de poids normal, a eu également un statut en 25 (OH) augmenté (de 1’ordre de 20%). La
supplémentation en VD de 4000 Ul a permis aux adolescents obéses d’atteindre des taux

plasmatiques de 25(OH)D satisfaisants (pres de 75 nmol/L), tels que définis par I’ Anses (2016).

Dans I’analyse en prenant en compte seulement les sujets présentant une insuffisance en
25(OH)D (s0it<50 nmol/L) a I’inclusion, une tendance a ét¢é mise en évidence entre une
augmentation plus importante de 25(OH)D et une diminution plus importante de la perte de
masse grasse (p proche de 0,1), alors que des études antérieures faisaient état d'une

augmentation linéaire significative de la concentration de 25(OH)D circulante en fonction de
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I’adiposité chez les adultes obeses (Gangloff et al., 2006, Rosenblum et al., 2012). Chez des
enfants américains de phototype noir ou caucasien, des niveaux plus bas de 25(OH)D ont été
¢galement associés a un degré d’adiposité plus élevé (Magge et al., 2018). La méta-analyse de
Golzarand et al. (2018) incluant plusieurs essais cliniques n’a pas validé I'hypothése selon
laquelle la supplémentation en VD augmenterait la perte de graisse corporelle. Sachant que la
parathormone (PTH) est inversement associée a la VD, et que PTH/25(OH)D pourrait étre un
bon marqueur du syndrome métabolique et des désordres associé€s, nous avons pu observer dans
notre étude que le ratio PTH/25(OH)D a été amélioré apres notre intervention de 3 mois et que
son changement était corrélé a celui de I'IMC pour les deux groupes, supplémenté et non

supplémenté, mais sans effet additionnel de la supplémentation.

Méme si les deux groupes OS et ONS présentaient une pression artérielle adéquate,
l'augmentation de 25(OH)D était significativement corrélée a la diminution de la pression
artérielle dans le groupe supplémenté. Dans différentes études incluant des adolescents, un
statut insuffisant en 25(OH)D a été associé a une pression artérielle diastolique élevée. Petersen
et al. ont montré que chaque augmentation sérique de 25(OH)D de 10 mmol/L était associée a
une pression artérielle diastolique plus basse (-0,3 mmHg, intervalle de confiance a 95% - -0,6,
-0,0) (p 0,02), indépendamment de I’adiposité (Petersen et al, 2015). Lors de la revue
systématique et méta-analyse de Beveridge et al (Beveridge et al., 2018b) incluant des essais
randomisés chez des adultes, une trés 1égére réduction de la pression artérielle diastolique a été
observée chez des sujets hypertendus recevant une supplémentation en VD. Les auteurs
concluent que la VD n’est pas un agent hypotenseur. A I’inverse, il a ét¢ montré que
I’augmentation du statut en 25(OH)D était associée a une diminution de la PTH et que la PTH
est lice a différents mécanismes moléculaires potentiels pouvant contribuer a un impact
bénéfique sur I'hypertension (Zhang and Zhang, 2018), la supplémentation en VD pourrait jouer

un role indirect sur la fonction vasculaire.
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Notre étude princeps n'a mis en évidence aucun effet bénéfique additionnel de la
supplémentation en VD sur la glycémie et la résistance a l'insuline, alors qu’une amélioration
de la sensibilité a l'insuline avait été observée apres une supplémentation en vitamine D (Zuk
et al., 2016). De maniére tout a fait surprenante, un effet significatif a été obtenu dans le groupe
non supplémenté ce qui pourrait suggérer une annihilation de la supplémentation en VD par
rapport a I’intervention sans supplémentation sur le métabolisme du glucose. Une hypothese
serait que la dose de VD administrée dans notre étude ne serait pas adéquate pour obtenir un
effet sur le métabolisme du glucose. Dans une méta-analyse récente (Golzarand et al.,2018)
comprenant différentes populations (adultes, obéses, femmes, etc.), il a ét€ montré, en se basant
sur une analyse dose-effet, qu’il existe une association non linéaire entre le statut VD et le
pourcentage de masse grasse. Les auteurs décrivent une courbe en U avec un optimal a 2000
UIL. 1 est possible qu’une relation non-linéaire existe également pour d’autres parameétres

comme la glycémie ou le HOMA-IR.

Aucun role supplémentaire significatif d’un apport quotidien de la VD n’a été mis en
¢vidence sur le métabolisme des lipides, ce qui n’est pas le cas pour d’autres études (Nwosu et
al., 2013 ; Smotkin et al., 2007). Chez les enfants atteints d'obésité sévere, il a été rapporté que
les concentrations de 25(OH)D étaient associées positivement aux taux de HDL-C (Igbal et al.,

2017).

La VD a été rapportée comme avoir une activité anti-inflammatoire (Colotta et al.,
2017). Nous avons trouvé que 1’inflammation, via la CRP, était principalement réduite dans le
groupe non supplémenté, ce qui laisserait supposer une relation non-linéaire comme ce que
nous avons décrit précédemment. Dans le groupe supplémenté une association significative a
été trouvée entre les changements en PTH et la réduction de la CRP (p = 0.02). Des études sont

nécessaires pour mieux comprendre les effets de la VD sur I’inflammation et les effets doses.
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Le principal résulat de ’article 2 de notre étude 2 intitulé “Effect of vitamin D
supplementation during weight loss program on carotid intima-media thickness and
compliance in obese adolescents” a été que chez les adolescents obéses déficients en VD a
P’inclusion, la diminution plus importante des valeurs d’épaisseur intima-média
carotidienne était notée chez les adolescents améliorant le plus leur taux de 25(OH)D. Cet

effet n'a pas été expliqué par une diminution de l'inflammation.

L’EIMc étant un marqueur de reconnu dans le diagnostic de 1’athérosclérose et prédictif de
la morbidité¢ et de la mortalité¢ cardiovasculaires chez 1’adulte (Lorentz 2007), ce résultat
pourrait apporter une nouvelle preuve de la fonction vasculo-protectrice de la vitamine D ; et
apporter un point de vue primordial pour la santé des enfants. En revanche, la supplémentation
en vitamine D associée a un régime alimentaire et a un entrainement a dominante aérobie n’a

pas amélioré la compliance artérielle carotidienne chez les adolescents obeses.

Alors que l'insuffisance VD est associée a une rigidité artérielle accrue chez les adultes
(Al Mheid et al, 2011 ; Mayer et al, 2012), nous n'avons pas observé de relation entre la
concentration en 25(OH)D et la rigidité artérielle et les valeurs d’EIMc chez les adolescents

obeéses.

Ce résultat n’est pas universel chez les enfants obéses (Atabek 2014, Ashraf 2014;
Pacifico 2011; Singh 2015). Au-dela de 1'obésité, des faibles taux de 25 (OH) D chez l'enfant
ont été associés a un risque accru de valeurs élevées d’EIMc a I'dge adulte (Juonala et al, 2015).
Ainsi, étant donné que I’insuffisance en VD, des valeurs plus élevées d’EIMc et une plus faible

compliance artérielle carotidienne coexistent chez les adolescents obéses, notre programme
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combiné régime alimentaire + exercice + supplémentation en VD peut représenter une stratégie

de prise en charge a temps réduit optimale pour contrecarrer ces altérations.

Le programme de perte de poids semble avoir contrebalancé la progression de la
compliance artérielle carotidienne sans effet additionnel de la supplémentation en VD.
Similairement, une méta-analyse récente (Rodriguez et al., 2016, Upalaet al., 2016) qui s’est
intéressée aux effets de la supplémentation en VD au niveau de la rigidité artérielle n'a pas
rapporté de preuve concluante sur ce sujet. Notre résultat a donc apporté de nouvelles
connaissances selon lesquelles, méme en combinaison avec un programme de perte de poids,
la supplémentation en VD n'avait aucun effet synergique sur la compliance artérielle

carotidienne.

D’aprés notre résultat, il semble donc important de mettre en place des stratégies
interventionnelles afin de non seulement normaliser les taux en 250HD mais aussi diminuer

I’EIMc chez les adolescents obéses.

Les principaux résultats de P’article 3 de notre étude 2 intitulé « Effect of vitamin D
supplementation during weight loss program on micro- and macrocirculation in obese
adolescents: a double-blind randomized trial VIDADOQO.» ont noté que (i) une
supplémentation en VD pendant un programme de perte de poids a amélioré la fonction
de microcirculation sans effet sur la macrocirculation et (ii) I’amélioration plus
importante des réponses microvasculaires maximales a I'ACh et au SNP ont été observées
chez les seuls AO supplémentés. Ce résultat apporte des effets intéressants de la VD sur sa
contribution possible sur la fonction vasculoprotectrice et constitue en conséquence une piste

intéressante pour la santé de 1'enfant.
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Chez les enfants obéses, des études observationnelles ont rapporté une association entre

la déficience en VD et le dysfonctionnement macrovasculaire chez I’enfant obése (Codofier-
Franch et al., 2012 ; Pacifico et al., 2011 ; Javed et al., 2016). Une étude a mis en évidence un
lien entre l'insuffisance en VD et l'activation endothéliale, reflétée par des taux de VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1) élevés chez les enfants obéses présentant une insuffisance
en VD (Codofier-Franch et al., 2012). Cependant, le dysfonctionnement endothélial (i.e FMD
altéré) ne semble pas corrélé a de faibles taux de 25(OH)D chez les enfants obéses (Pacifico et
al., 2011 ; Javed et al., 2016). Il est de plus en plus reconnu que la microcirculation est impliquée
de manicre indépendante dans le développement des maladies vasculaires, que I’on pensait
autrefois étre attribué a un seul probléme au niveau de la macrocirculation (Weinsperger 2012).
De nombreuses études sur la fonction microvasculaire chez les AO ont rapporté des résultats
contradictoires (Chin et al., 1999) (Bhattacharjee et al., 2010) (Schlager et al., 2011; Khan et

al., 2003; Monostori et al., 2010; Hedvall Kallerman et al., 2014; Montero et al., 2014).

Méme les essais basé€s sur un territoire microvaculaire cutané et une technique de
iontophorése comparable a la notre, ont rapporté des résultats contradictoires. Montero et al.
(Montero et al., 2014) ont montré que la fonction de microvasculaire était préservée chez les
AOQ séveéres sans comorbidités (notamment sans insulino-résistance : avec une valeur d’insuline
basale égale a 43pmol/L en deca du seuil de 100pmol/L défini par Delvin et al (Delvin et al.,
2010), tandis que Monostori et al. (Monostori et al., 2010) ont trouvé une diminution de la
réponse microvasculaire suite a la perfusion avec du SNP, avec une réponse normale a 'ACh

chez des OA hypertendus.

Fait intéressant, chez des enfants en bonne santé, Khan et al. (Khan et al. 2003) ont
montré que la fonction microvasculaire était altérée chez les sujets présentant une glycémie

post-alimentation élevée. En conséquence, les adolescents obéses dans notre étude étaient
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résistants a l'insuline (HOMA-IR> 3,16, seuil précédemment défini pour la résistance a
l'insuline ; Codofier-Franch et al., 2011). On peut donc émettre une hypothese selon laquelle
une résistance précoce a l'insuline, parmi d'autres perturbations métaboliques chez les AO,
pourrait contribuer a une altération de la fonction microvasculaire. A notre connaissance, il
n’existe pas d’étude sur le lien possible entre la microcirculation et 1’insuffisance de VD chez

les enfants obéses.

La composante microcirculatoire pourrait expliquer le lien potentiel souligné dans la
littérature entre le statut en VD et les maladies cardiovasculaires. Des études sont nécessaires

pour apporter de nouvelles connaissances a cette question.

A travers notre expérience, la supplémentation en VD au cours du programme de perte
de poids a produit des effets fonctionnels vasculaires distincts, en raison principalement du type
d'artere. Nous n'avons pas observé d’effet de la VD sur la fonction macrovasculaire aprés 3
mois de supplémentation. Une méta-analyse récente chez l'adulte a rapporté un effet non
significatif d’une intervention basée uniquement sur une supplémentation en VD sur la fonction
endothéliale (Beveridge et al., 2018; Mazidi et al., 2017). Notre résultat peut étre attribué a
I'absence de dysfonctionnement endothélial a 1’inclusion chez les adoslecents obéses, la
supplémentation en VD n'a eu ainsi aucun effet additionnel. A notre connaissance, une seule
¢tude a évalué l'effet de I’administration d’une dose mensuelle unique de 100 000 UI de VD3
sur une période de trois mois sur le FMD chez des adolescents obeses (Javed et al., 2016), pour
conclure de I’absence de changement significatif. A I’inverse, la fonction microvasculaire
(augmentation de ACh et SNP CVC) s'est améliorée aprés 3 mois dans le groupe OS, qui
présentait une dysfonction microvasculaire a I’inclusion. Les différences de réponses macro et
micro-vasculaires suite a la supplémentation en VD peuvent étre expliquées par des différences

dans les mécanismes de contrdle physiologiques des artéres de conduit et de résistance. Les
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mécanismes impliqués dans le contrdle de la fonction vasculaire 1ié¢ au 25 (OH) D ne sont pas

bien compris et sortent du cadre de 1'étude.

Pour autant, plusieurs hypothéses peuvent étre formulées : des différences de réponses
ala VD selon les types de cellules vasculaires, des différentes quantités de VDR et / ou moins
de contenu en 1-alpha hydroxylase, des roles différents de la forme active de la VD et des VDR
dans la régulation de la fonction cellulaire vasculaire et périvasculaire (Jamali et al., 2018). Le
programme de perte de poids associé a la supplémentation en VD a entrainé une augmentation
significative de la fonction microcirculatoire, avec une amélioration plus importante obtenue
chez les AO ayant amélioré davantage leur statut en 25(OH)D. Une méta-analyse récente chez
l'adulte (Beveridge et al, 2018), ayant inclus 3 ¢études seulement sur la fonction
microcirculatoire (Witham et al., 2013 ; Dreyer et al., 2014 ; Stricker et al., 2012) a montré un
1éger effet significatif d’une intervention basée uniquement sur une supplémentation en VD sur
la fonction de microcirculation (SMD, 0.43; IC a 95%, 0.09-0.76; p = 0.01). La signification

clinique de ce résultat n'est pas claire.

En outre, I’amélioration de la microcirculation chez les AO peut étre liée a une
augmentation des taux de VD, mais également a une diminution du statut inflammatoire et de
I’HOMA-IR. En fait, la supplémentation en VD pourrait avoir des effets anti-inflammatoires
via la réduction de I’expression de molécules pro-inflammatoires (Zanetti et al., 2014), bien
qu’une méta-analyse conduit auprés d’adultes obéses n’a pas révélé d’effet significatif de la
supplémentation en VD sur les marqueurs inflammatoires (Jamka et al., 2016). En accord avec
cela, nous n’avons pas trouvé de relation entre la diminution des valeurs de CRP et
I’amélioration des réponses microvasculaires a I’ACh et SNP. Pour autant, I’augmentation de
la réponse au SNP a été négativement corrélée a la diminution de 1’indice HOMA-IR. Le role

de la VD dans la régulation de la sensibilité a l'insuline a été mis en évidence (Teegarden et
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Donkin, 2009). Cependant, Jamka et al (2015) n'ont trouvé aucun effet de la supplémentation
en VD sur 'THOMA-IR chez l'adulte (Jamka et al., 2015). L’absence d'effet a également été
rapportée chez les adolescents obéses (Nader et al., 2014). L'insulinorésistance a été reconnue
capable de déclencher des effets hypo-hypertrophiques sur les cellules musculaires lisses
vasculaires, conduisant au développement d'un dysfonctionnement vasculaire (de Jongh et al.,
2008). Nous avons déja rapporté une augmentation de la vasoréactivité en réponse a l'insuline
apres une prise en charge globale chez des adultes atteints du syndrome métabolique (Vinet et
al., 2015). Cette modification de la vasoréactivité insulino-dépendante était en partie liée a des
changements au niveau des marqueurs inflammatoires. Ainsi, nous pouvons supposer que la
diminution de ’HOMA-IR chez les adolescents obéses pourrait améliorer la vasoréactivité
insulino-dépendante et, par voie de conséquence, améliorer également la fonction

microvasculaire.

Nos études présentent un certain nombre de limites, notamment la taille relativement
faible des sujets qui rend difficile I’extrapolation. Deuxiémement, le facteur de I’intervention a
l'origine des résultats observés reste incertain, dans la mesure ou l'alimentation, 1'exercice et la
supplémentation en VD peuvent avoir un effet distinct ou synergique positif sur le taux en
25(0OH)D. 1l existe aussi une limite dans les dosages, car nous n’avons pas dos¢ la VD libre et
la forme active de la vitamine D (Bikle et al., 2017). Cependant nous pouvons mettre en avant
quelques points forts que sont le design de notre étude (randomisée en double aveugle versus
placebo), le programme de correction de la déficience en VD conformément aux
recommandations internationales (Saggese, 2018), la conformit¢ a 100% en ayant les
adolescents obéeses hospitalisés autant que I’utilisation de techniques évaluant spécifiquement

la fonction des systémes macro- et microcirculatoire.
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Ce travail de theése a révélé que les adolescents obéses ont paradoxalement une réactivité
microvasculaire supérieure aux adolescents normopondérés de méme age. Par ailleurs, les deux
modalités d’entrainement (MCT et HIIT) ont engendré une diminution des ratios pic de
perfusion/perfusion basale. Ces résultats confirment qu’il existe une fonction microvasculaire
préservée voire supérieure chez les adolescents obeéses non insulino-résistants par rapport aux
adolescents sains, probablement expliquée par un phénomeéne compensatoire entre les
substances vasoactives, et que I’entrainement aérobie quelle que soit la modalité produit des
effets positifs au niveau du remodelage microvasculaire. Compte tenu du fait que la modalité
d’entrainement par intervalles a haute intensité HIIT représente un cofit énergétique par session
d’entrainement inférieur a la modalité MCT tout en étant aussi efficace, HIIT pourrait s’avérer
étre une bonne alternative d’exercice applicable pour améliorer la composition corporelle, la
condition aérobie, et constituer une stratégie pour le traitement de I'obésité infantile. Des
travaux ultérieurs seront nécessaires pour tester 1’acceptabilité par les enfants et adolescents de
la modalité HIIT plus ludique dans le cadre de 1’adoption d’un comportement bénéfique sur la

santé a plus long terme.

De maniére intéressante une prise en charge basée sur un programme de perte de poids
en combinant nutrition et activit¢ physique améliorent considérablement les facteurs
cardiométaboliques (masse grasse, profils lipidiques, insulino-résistance, tension artérielle) et

le statut en vitamine D des adolescents en état d’obésité, contribuerait a cette amélioration.

L’amélioration du statut en 25(OH)D, observée dans I’é¢tude VIDADO interventionnelle
de 3 mois, chez les adolescents obéses supplémentés et non, pourrait étre expliquée par le
relargage de la VD séquestrée dans le tissu adipeux et par une synthése de VD due a une plus

grande exposition au soleil lors des activités physiques pratiquées a ’extérieur par les
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adolescents obéses. La supplémentation en VD de 4000 Ul/jour s’est avérée efficace pour

normaliser le statut en VD défini dans les politiques de santé publique en France.

La supplémentation en VD combinée a un programme de nutrition-activité physique n’a
pas eu d’effet additionnel sur I’amélioration de la compliance artérielle carotidienne et la
diminution de I’intima-média carotidienne. Par contre, cette diminution d’EIMc était plus
marquée chez les adolescents obéses (déficients en VD a ’inclusion) qui augmentaient le plus
leur taux de VD. En revanche, la supplémentation en VD combinée au programme nutrition-
activité physique s’est avérée efficace pour améliorer la fonction microvasculaire chez les

adolescents obéses présentant une dysfonction microvasculaire a I’inclusion.

La supplémentation en VD a été associée a une diminution de PTH. Le delta PTH était
corrélé significativement a une réduction de la pression artérielle et de 1’inflammation, ce qui
suppose un effet bénéfique sur le systéme cardio-vasculaire. Cependant, la supplémentation en
VD n’a eu aucun effet additionnel sur I’insulino-résistance par rapport au programme de

réduction de poids.

Les travaux de cette thése présentent des limites dues au nombre faible de sujets et le
manque de données tel que le statut en vitamine D libre et en 1,25 dihydroxyVD, le métabolite
bioactif de la VD. De nouvelles études avec davantage de sujets sont évidemment nécessaires
pour confirmer l'effet vasculoprotecteur de la VD et mieux comprendre les mécanismes sous-
jacents de ces effets. Par ailleurs, des travaux utilisant des outils d’analyse métabolomique
pourraient permettre de mieux évaluer les changements de signature métabolomique engendrés
par la supplémentation en vitamine D chez les adolescents obéses adoptant un programme de
perte de poids. Dans ce sens, les données de métabolomie de 1’étude VIDADO sont en cours

d’exploitation.
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En termes de recommandations, les résultats de cette thése sont prometteurs pour mettre
en place des stratégies sur les modes de vie, dont I’intérét de sessions d’activités physiques
adaptées (HIIT), et de la supplémentation en VD. La dose de 4000 Ul/ jour pourrait étre une
recommandation pour les enfants et adolescents obéses agés dans le cas d’activités extérieures
réduites et de faible ensoleillement. Cependant, des études sur les effets doses sont nécessaires
pour établir la dose optimale de VD a administrer pour les fonctions phosphocalciques et extra-

phosphocalciques.
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Annexes

Imstitur St Pierre
Service UDM

Enquéte alimentaire a domicile

Cette enguéte alimentaire est a réaliser sur 3 jours consécutifs lors des vacances de Toussaint.
Il est important :

**d essaver d’étre le plus précis possible
- - - .. .
%*de bien suivre les instructions au verso

+*d’essaver de mettre en application petit & petit ce que tu apprend tout au long de ton séjour
N oublie pas que la diététicienne n’est pas la pour te juger mais plutét pour corriger tes
éventuelles erreurs alimentaires.

Nom : Prénom :
Date : Date de naissance :
Poids : Taille :
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ANNEXE N°1 - MATERIELS & METHODES

Annexes

Evaluation des quantités consommeées :

e Lait - bol, tasse ou verre -
e Laitages (yaourts, fromage blanc, petit-suisse) - a I'unité
* Fromage - a la portion (prendre pour référence les portions individuelles du commerce)

# Pain - en tranche ou en % de baguette (préciser le type de pain consommé)

* Biscottes - 4 I'unité
e Féculents : en cuillére & soupe et aprés cuisson
e Légumes - en cuillére a soupe ou en louche (potage)

*  Viande : prendre pour portion type le steak haché (100g)

e Fruit:al’unité

* Biscuits - bien préciser la marque (BIN, sablés, madeleines. ) et quantifier en unité
e (Céreales - en bol ou en poignee (=15g)

e Pitisserie - en portion type

* Beurre ou margarine - en noix ou noisette (1 micro-plaquette=10g)

® Huile - en cuillére & café ou 3 soupe

# Créme fraiche : en cuillére 4 café ou a soupe
s Sauce (Mayonnaise, ketchup, sauces préparées) : en cuillére a café ou a soupe
* Boissons sucrées : en verre

e Biscuits apéritifs : 4 'unité (Tuc.. ), en sachet (Chips...), en poignée (Cacahuétes...)
* Bonbons - en unité (specifier la marque)
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Ambiance du repas :

r Note s1 tu manges par ennui, par faim. .
w ' Qui t'accompagnes. .

51 tu fais autre chose durant le repas

Combien de temps dure ton repas.
Comment I’aliment est-il préparé?

Note s1 'aliment est cuit -

@ au four(dans un plat, en papillote, au
tourne-broche)

# a la poéle

W a la vapeur

W alean

W au grill

W en sauce

Note ce que to1 ou tes parents mettent pendant
et aprés la cuisson ou lors de la préparation (en
cutllére a café ou a soupe) -

Hiile Farine
Beurre Vinaigretie
Margarine -
Eréme Traiche % i
Tomate : concentrée ou coulis

Et pour finir...

ATTENTION de bien noter tout ce gue tu manges, a tout
moment de la journée, au fur et & mesure. Indigue bien les
quantités sans oublier les boissons (méme "eau).

De plus, essaye de t'impliguer dans fon alimentation en
participant awo: courses ef essaye d'Eire attentif a la préparation
e fous les repas que fu vas ensuite consommer (méme 5i ca
#'est pas tof qui les réalizent ). N'hésite pas a donner des
copsells ou faire des propositions pour gue les repas 5 'nfégrent
au miewr dans ton régime ! 1!
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ABSTRACT

The increasing prevalence of early childhood overweight and obesity raises major public health
issues with considerable risk consequences, especially on vascular health. Childhood obesity is
associated with early signs of vascular dysfunction and with vitamin D (VD) deficiency status
and cardiometabolic abnormalities. The main aim of the thesis was to study the effects of
different programs of intervention in adolescents obese.

The first study aimed to determine the effects of a lifestyle intervention including 3 months of
moderate continuous training (MCT) or high-intensity interval-training (HIIT), on health-
related parameters and microvascular function in 29 obese adolescents. At baseline, obese
adolescents had higher peak microcirculatory response. After 3 months, peak microcirculatory
function remained unchanged after MCT and HIIT. Only basal cutaneous blood flow increased
whatever the modality of exercise.

The second study (VIDADO), double-blind, randomized, placebo-controlled clinical study,
aimed to analyze the cardiometabolic and vascular effects of VD supplementation in a lifestyle
program submitted to obese adolescents. Twenty-six obese adolescents (OA) and twenty-three
normal-weight (NW) were enrolled and matched on age, gender and puberty stage. OA
followed a 3-month weight-loss program combining a reduced caloric diet and interval training
physical activity and were randomized into two groups: a VD supplemented (4000 1U/d) (n=13)
group (OS) and non-supplemented (n=13) one (ONS).

At inclusion, 25(OH)D concentration was lower in OA than in NW. At baseline, VD
insufficiency (25(OH)D levels < 50 nmol/L) was higher in OA (73%) than in NW (22%). All
cardiometabolic factors of OA were impaired in comparison with NW. After the 3-month
lifestyle intervention, all OS achieved adequate 25(OH)D levels > 50 nmol against only 46%
for ONS. Intervention led to improve the cardiometabolic factors, inflammatory status and
physical performance, but VD supplementation did not have an additional effect. OA displayed
higher IMT but lower carotid compliance than controls. After three months, the changes of IMT
were negatively correlated with the changes of 25(OH)D in OA displaying VD insufficiency at
baseline. OA displayed preserved macrocirculation function but altered microcirculation
function with decreased vascular conductance increase responses to ACh and SNP. Intervention
led to improve ACh and SNP vascular conductance only in the VD-supplemented group. The
delta change of 25(OH)D was significantly correlated with delta changes of peak ACh and peak
SNP.

In conclusion, these results may yield promising interventional program including intensive,
intermittent exercise and vitamin D supplementation.

Mots clés : childhood obesity / macrocirculation-microcirculation / exercice / vitamine
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RESUME

La prévalence de 1’obésité infantile est en augmentation constante et constitue un enjeu majeur de
santé publique, justifiant la mise en place de stratégies de modification des modes de vie. L’obésité
infantile est associée a des complications métaboliques et vasculaires, en relation avec le statut
inflammatoire et stress oxydant, mais aussi a une insuffisance en vitamine D (VD). Ainsi, |’ objectif
général de ce travail de thése a consisté a évaluer les effets de différents types de prises en charge
chez des adolescents obéses hospitalisés pour perte de poids avec la comparaison de différentes
modalités d’exercice et I’étude d’une supplémentation en vitamine D (VD).

Nous avons comparé la fonction microvasculaire de 29 adolescents ob&ses par comparaison avec
16 adolescents normo-pondérés et déterminer les effets d’une prise en charge de 3 mois associant
dicte et exercice soit modéré continu (MCT) soit intensif intermittent (HIIT) sur les parametres de
santé et la fonction microvasculaire chez 29 adolescents obéses. Les deux modalités de prise en
charge (diéte et MCT ou dicte et HIIT) ont été aussi efficaces pour la perte de poids et de masse
grasse et pour |’amélioration de la condition physique. Les paramétres de la fonction
microvasculaire n’ont pas été modifiés, seules les valeurs de perfusion basale ont eu tendance a
augmenter quel que soit le groupe suggérant un possible phénomene d’angiogénése.

Les objectifs de I’étude VIDADO, étude interventionnelle randomisée controlée en double aveugle,
ont été de vérifier I’effet additionnel/synergique d’une supplémentation en VD 1) sur les paramétres
cardiométaboliques, 2) sur I’amélioration de la compliance artérielle et la diminution de 1’épaisseur
de I’'intima-média de la carotide et 3) sur la fonction vasculaire macro- et microcirculatoire chez les
adolescents obéses. Des adolescents obéses ont été randomisés en 2 groupes : I’'un supplémenté en
VD (n = 13) et ’autre non (n = 13). A l'inclusion, l'insuffisance en 25(OH)D était trés élevée chez
les adolescents obé¢ses (73%) que chez les 23 adolescents normo-pondérés (22%). Tous les facteurs
cardiométaboliques des adolescents obéses étaient altérés par rapport au normo-pondérés. Le
diamétre carotidien et I’épaisseur de 1’intima-média étaient respectivement plus faible et plus élevé
chez des adolescents obéses. Les résultats de la macrocirculation ont montré une préservation de la
fonction endothéliale et de la fonction musculaire lisse chez les adolescents obéses. Au niveau de
la microcirculation, ils présentaient des valeurs plus faibles de la conductance vasculaire cutanée
en réponse aux doses d’ACh et de SNP. La concentration de 25 (OH) D n'était corrélée ni avec les
données vasculaires ni & aucun marqueur inflammatoire. Aprés I’intervention de 3 mois, tous les
adolescents obéses du groupe supplémenté ont atteint des taux adéquats de 25 (OH) D> 50 nmol,
contre seulement 46% pour le groupe placebo. L’intervention a permis d’améliorer les facteurs
cardiométaboliques, le statut inflammatoire et les performances physiques, mais la supplémentation
en VD n’a pas eu d’effet supplémentaire. Les adolescents obéses ont présenté des réductions
significatives de 1’épaisseur intima-media tandis que la compliance artérielle carotidienne a
augmenté sans différence entre les 2 groupes. A noter, les concentrations sériques delta 2SOHD (%)
¢taient seulement corrélées négativement avec les valeurs delta de 1’épaisseur intima-media (%). La
conductance vasculaire cutanée en réponse aux doses d’ACh et de SNP a pu étre améliorée dans le
seul groupe supplémenté. La variation du statut en 25(OH)D était significativement corrélée avec
la variation de la conductance vasculaire cutanée en réponse aux doses d’ACh et de SNP pour les
deux groupes.

Les résultats de cette thése semblent prometteurs pour mettre en place des stratégies sur les modes
de vie, dont I’intérét de sessions d’activités physiques adaptées intensives et intermittentes, et de la
supplémentation en VD.

Mots clés : obésité infantile / macrocirculation-microcirculation / exercice / vitamine D
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