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RESUME

INTRODUCTION: Les régimes alimentaires riches en calories, la consommation de
lipides saturés et la sédentarité sont intimement associés au développement de I'obésité
et des dysfonctions métaboliques tels la stéatose hépatique, la résistance a l'insuline, le
diabéte de type 2 et les maladies cardiovasculaires. D’autre part, une accumulation
excessive de lipides dans des tissus ectopiques tels que le cceur, le rein, le foie et les
muscles induirait un certain nombre de désordres métaboliques. Dans le muscle
squelettique, I'accumulation excessive de lipides est soupconnée de favoriser la
résistance a l'insuline et de réduire la force de contractilit¢ maximale du muscle.
Cependant, les mécanismes sous-jacents a cette accumulation lipidique sont encore mal
définis. OBJECTIF: Evaluer les effets d’une diéte obésogéne sur les propriétés
contractiles et les fonctions musculaires chez de jeunes rats. METHODE : 16 rats
Wistar (environ 150g) logés individuellement dans des cages métaboliques ont été
répartis aléatoirement en deux groupes, I’un consommant une di¢te conventionnelle
(RDC) et I’autre une diéte obésogene (60% lipides) (RDO) pendant 14 jours. Les
fonctions musculaires (systéme de contractilité), le contenu en triglycérides (imagerie
par spectrométrie) et I’expression génique (RT-qPCR) ont ensuite été¢ évalués.
RESULTATS: La force maximale générée par le muscle EDL a été réduite de 9,45%
pour le groupe RDO (p<0,01) et de 10,98% pour le muscle SOL. Le niveau de
triglycérides intramusculaires au niveau du muscle SOL a été multiplié par un facteur
de 4,52 fois. CONCLUSION : Chez de jeunes rats en période de croissance, une
diéte de 14 jours riche en lipides altére les propriétés contractiles au niveau des muscles
EDL et SOL en plus d’augmenter le contenu en triglycérides.

MOTS CLES: Diéte obésogéne, Muscles squelettiques, Infiltration lipidique,
Fonctions musculaires, Propriétés contractiles, Maladies métaboliques, Obésité



CHAPITRE I
INTRODUCTION

1.1 Contexte général

Les troubles de santé associés a I’obésité et aux diverses maladies métaboliques sont
des problémes majeurs de santé publique au niveau mondial, et malheureusement, la
population canadienne n’échappe pas a ce fléau. En effet, selon la plus récente Enquéte
canadienne sur les mesures de la santé (ECMS), effectuée de 2012 a 2013, plus de
62% des canadiens de 18 4 79 ans ont un surplus pondéral (IMC entre 25 et 29,9 kg/m?)
ou sont obéses (IMC >30 kg/m?). Il est encore plus inquiétant de constater, selon la
méme enquéte, que la proportion d’enfants et de jeunes de 5 a 17 ans qui sont
considérés en surpoids ou obeses s’éléve maintenant a prés de 31%. Face & ces taux
alarmants, qui sont en constante croissance au fils des ans, il est impératif de réagir
rapidement puisque dans la plupart des cas, cette obésité tendra 4 se maintenir durant
I’age adulte et contribuera au développement de diverses maladies métaboliques
chroniques, telles que la résistance a I’insuline, la stéatose hépatique, les dyslipidémies,
le diabéte, certains cancers ou encore les maladies cardiovasculaires (Brawer et al.,

2009, Haslam and James, 2005).

Malgré de nombreux efforts de la part des chercheurs pour tenter de prévenir et
résoudre ces problémes, force est de constater que la pathogénese de ces troubles du
métabolisme demeurent encore trés complexes, ne se résumant pas simplement a un
manque d’activité physique ou encore 4 une prise alimentaire excessive. Effectivement,
bien que ces deux facteurs occupent des réles trés importants dans le processus

d’obésité et le développement de maladies métaboliques, plusieurs études récentes



suggérent que ces différents problémes seraient également liés a des facteurs
hormonaux, génétiques, environnementaux, comportementaux ainsi qu’aux effets
métaboliques de différents substrats énergétiques consommés. Tous ces facteurs
influencent, a leur fagon, le contréle de la balance énergétique ainsi que I’accumulation

de gras dans I’organisme.

1.2 Objet de la recherche

Le présent projet de recherche consiste a évaluer les effets d’une di¢te obésogene sur
les fonctions musculaires chez des jeunes rats ainsi qu’a mieux comprendre les
mécanismes précoces sous-jacents a I’étiologie de I’infiltration lipidique dans le

muscle squelettique.

1.3 Problématique

Pendant longtemps, les tissus adipeux étaient presqu’uniquement considérés pour leur
fonctions de stockage des acides gras dans I’organisme. Toutefois, grice a de récentes
avancées sur le sujet, ils sont maintenant reconnus comme étant des organes capables
de régulariser plusieurs fonctions vitales tels que la dépense énergétique, la prise
alimentaire, les fonctions inflammatoires et certains effets neuroendocriniens (Medina-
Gomez and Vidal-Puig, 2009) pour ne nommer que ceux-ci. Cependant, une
accumulation excessive de lipides dans des organes ou tissus ectopiques peut avoir des
effets indésirables sur les fonctions cellulaires, tels qu’une détérioration de la
signalisation des récepteurs a ’insuline (Antuna-Puente et al., 2008, Boren et al.,

2013). Par ailleurs, des accumulations lipidiques dans des tissus musculaires ont déja



été observées (Boren et al., 2013), sans toutefois connaitre les effets de celles-ci sur les

fonctions musculaires et les propriétés contractiles des muscles squelettiques.

Une augmentation significative de la concentration hépatique de triglycérides a déja
été observée chez des rats consommant une diéte riche en matiéres grasses durant deux
semaines (Collin et al., 2006). Cependant, dans les tissus musculaires, les effets d’une
diéte obésogene sur I’étiologie de I’accumulation de lipides et sur les propriétés
contractiles n’ont pas encore ét¢ démontrés. De nombreux éléments suggérent
cependant que cette infiltration de lipides dans les tissus ectopiques peut jouer un réle
important dans le développement des troubles métaboliques et méme réduire la force
de contractilité musculaire. En effet, des cellules satellites pluripotentes retrouvées au
niveau des fibres musculaires possédent la capacité de se différencier en adipocytes
(Scarda et al., 2010), démontrant que le tissu musculaire est capable d’augmenter
considérablement sa capacité d’accumulation de lipides. De plus, il est maintenant bien
reconnu qu’un remodelage des fibres musculaires est observé suite a certains types
d’activités physiques (Wilson et al., 2012) ou suite a la consommation de certains
substrats énergétiques (Grichko et al., 2000). Or, une diminution des fibres musculaires
oxydatives combinée a une augmentation des fibres glycolytiques est étroitement
associée a I’obésité ainsi qu’a altération de la voie de signalisation a l‘insuline

(Tanner et al., 2002).

Tenant ainsi compte de ces derniers €éléments, ce présent projet de recherche permettra
de mieux comprendre de nombreuses interrogations quant a I’étiologie de
Paccumulation lipidique dans le muscle squelettique et ses effets sur la force de
contraction, sur la résistance a la fatigue lors d’efforts intenses et prolongés et sur la
capacité de récupération. Ces nouvelles connaissances permettront également de mieux

cibler certains mécanismes précoces d’accumulation lipidique dans le muscle



squelettique et leurs influences sur les différentes expressions géniques ainsi que la

performance musculaire.

1.4 Objectifs

L’objectif principal de ce projet de recherche est de mieux comprendre les effets liés a
une accumulation excessive de lipides dans les muscles squelettiques chez de jeunes
rats sur les fonctions musculaires. De fagon plus spécifique, ce projet vise
principalement & (1) évaluer I’'impact fonctionnel d’une accumulation lipidique
intracellulaire sur les propriétés contractiles et (2) proposer des pistes afin d’identifier
certains mécanismes sous-jacents a cette accumulation lipidique en évaluant, de fagon
préliminaire, le contenu lipidique et les niveaux d’expressions géniques des muscles

squelettiques.

Pour ce faire, nous évaluerons d’abord chez de jeunes rats (150g) les effets de 14jours
d’une diete obésogéne sur I’accumulation de lipides et leurs conséquences sur I’activité
physique volontaire, la dépense énergétique ainsi que la composition corporelle. Par la
suite, les fonctions musculaires seront évaluées afin de mieux décrire les phénomeénes
physiologiques affectant les propriétés contractiles. Finalement, des possibilités de
mécanismes contrélant la dépense énergétique, l’infiltration de lipides et la
performance musculaires seront proposées suite a des analyses préliminaires du

contenu lipidique et de I’expression de certains génes.



1.5 Hypothese

Lors d’une consommation de deux semaines d’une di¢te obésogéne, nous pensons
qu’une quantité importante des lipides ingérés s’accumulera de fagon excessive dans
les muscles squelettiques. Cette accumulation ectopique de lipides amenera ainsi une
modification de I’expression des différents génes impliqués dans la performance
musculaire, la différenciation adipocytaire, le transport des acides gras et dans
P’oxydation des acides gras. Cette accumulation excessive de lipides dans le muscle
réduira également la force de contractilité, diminuera la résistance a la fatigue suite &
des efforts intenses et prolongés et augmentera le temps de récupération nécessaire au

muscle pour retrouver ses capacités optimales.

Tout d’abord, la consommation d’une di¢te obésogene devrait stimuler I’hypertrophie
des tissus adipeux et promouvoir I’accumulation de lipides dans le muscle squelettique
chez les rats (Boren et al., 2013). Suite a cette accumulation, nous émettons les
hypothéses qu’il y aura 1) une diminution de la performance musculaire, qui se traduira
par une force de contractilité maximale atténuée, une résistance plus faible a la fatigue
et une moins bonne capacité de récupération suite a un effort. Nous nous attendons
également a voir 2) une augmentation significative de TG intramusculaire et finalement
3) une surexpression des génes impliqués dans les différentes fonctions des adipocytes

et dans le contrdle de I’accumulation lipidique.

1.6 Limites

11 est important de rester conscient que ce présent projet utilisera des tissus musculaires

de rats. Bien que ce modéle animal soit bien reconnu dans la littérature pour étudier




les effets des diétes obésogenes (Reuter, 2007), il nous permettra uniquement d’émettre
des hypothéses de recherche qui devront par la suite étre validées sur des modéles

humains.

Les expériences seront également effectuées uniquement sur des rats méles de la lignée
Wistar. Ce choix de sexe des sujets vise a simplifier le modele étudié, sachant que le
systéme hormonal comporte des différences notables entre les méles et les femelles.
De plus, il faudra tenir compte de ’age des animaux puisque cette étude s’effectuera
chez de jeunes rats qui seront en période de croissance. Finalement, il faudra prendre
en considération la nature des lipides et leur composition dans la di¢te offerte aux

animaux.

1.7 Importance

Ces nouvelles connaissances devraient permettre de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires et cellulaires associés a I’utilisation des substrats énergétiques et a
’accumulation de lipides dans le muscle squelettique. De plus, I’étude des mécanismes
de I’obésité et des désordres métaboliques chez ’homme permettra de développer une
meilleure compréhension de [’utilisation des substrats énergétiques au niveau
musculaire tout en permettant de suggérer certaines pistes thérapeutiques contre le
développement des maladies métaboliques. Ultimement, ces éléments pourront
s’appliquer tout aussi bien a la performance sportive qu’a I’amélioration de la qualité

des viandes de consommation.



CHAPITRE II
REVUE DE LA LITTERATURE

Dans un premier temps, la revue de littérature qui suit définira de nombreux concepts
physiologiques et anatomiques afin d’introduire les diverses notions impliquées dans
la réalisation du présent projet de recherche. De plus, cette section permettra d’obtenir
une bonne représentation des différentes découvertes, études et recherches déja

réalisées a ce jour en lien avec ce projet de recherche.

2,1 Contrdle de la balance énergétique

La régulation de la balance énergétique par I’organisme tient compte du bilan entre
I’apport calorique lors d’une prise alimentaire et la dépense énergétique. La prise
alimentaire peut étre influencée par de nombreux facteurs, tels que la disponibilité des
aliments, les réserves énergétiques sous forme de tissus adipeux ou de glycogéne, les
facteurs psychologiques et sociaux et méme par des médiateurs neuroendocriniens, qui
sont également des facteurs clés de I’absorption des nutriments. C’est entre autre le cas
de la ghréline, une hormone peptidique orexigéne qui joue un réle sur la prise
alimentaire en augmentant la sensation de faim et de la prise alimentaire (Tschop et

al., 2000).

Quant a elle, la dépense énergétique est majoritairement influencée par trois
composantes majeures (Figure 2.1): 1) le métabolisme de base (MB), 2) la

thermogénese des aliments consommés (TAC) ainsi que 3) la dépense énergétique




reliée a Iactivité physique (AP). Ces trois composantes représentent respectivement
environ 70%, 10% et 20% de la dépense énergétique (Pinheiro Volp et al., 2011).

Dépense Energétique

m Métabolisme de Base (60-75%)
® Activité Physique (15-30%)

Thermogénése des aliments (10%) !

Figure 2.1: Composantes de la dépense énergétique

Le MB, qui consiste la quantit¢ minimale d’énergie requise pour le maintien des
fonctions vitales, est grandement variable en fonction du poids, de la masse maigre,
de I’ethnicité ou encore des habitudes de vie, pour ne nommer que ces facteurs
(Pinheiro Volp et al., 2011). Malgré tout, le MB demeure la principale composante de
la dépense énergétique totale. Pour sa part, la TAC, qui correspond & une augmentation
de la consommation d’oxygéne et de la production de chaleur suite a I’ingestion de
nutriments, est majoritairement influencée par la composition de la diéte, variant de 0
4 3% pour les lipides, de 5 4 10% pour les glucides et de 20 & 30% pour les protéines
(Tappy, 1996). D’autres facteurs comme la grosseur des repas, la palatabilité de la
diéte ou méme I’activité physique jouent également un role sur I’effet thermique des
aliments (de Jonge and Bray, 1997). Finalement, I’activité physique est une
composante variant grandement d’un individu a un autre en fonction du mode de vie et

du niveau de sédentarité. Cette valeur correspond plus précisément a toute forme




d’activité physique qui ne sert pas au maintien des fonctions vitales (de Jonge and Bray,
1997).

L’homéostasie du métabolisme énergétique est ainsi assuré par un équilibre entre
I’apport calorique et la dépense énergétique. Un déséquilibre du bilan énergétique peut
mener a une perte de poids, lorsque le bilan est négatif et que la prise alimentaire est
inférieure a la dépense énergétique. En contrepartie, 1’obésité résulte d’un bilan
énergétique positif. Dans ce dernier cas, I’excés d’énergie est principalement
emmagasiné sous forme de triglycérides (TGs) dans les tissus adipeux (adipocytes) de

’organisme.

2.2 Mcétabolisme des lipides

Suite 3 une prise alimentaire, |’énergie nécessaire au fonctionnement de I’organisme
provient majoritairement des lipides et des glucides ingérés. Parmi ces lipides, nous
retrouvons entre autre des phospholipides, des stérols tels que le cholestérol et des TGs.
Cette derniére représente la forme la plus prépondérante, fournissant 90% a 95% de

I’énergie totale dérivée des lipides (Igbal and Hussain, 2009).

Tout d’abord, afin d’étre absorbés par les entérocytes de I’intestin gréle, les TGs
alimentaires doivent étre hydrolysés, grace a des lipases pancréatiques, en acides gras
et en monoglycéride (Kersten, 2014). Des phospholipases pancréatiques, dont Al
(P1A1) et A2 (PIA2), ainsi que des cholestérol estérases permettent a leur tour
I’hydrolyse respective des phospholipides et des cholestérols pour en libérer les acides

gras et le cholestérol sous forme libre (Phan and Tso, 2001). Ces acides gras devront
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ensuite étre absorbés par des transporteurs membranaires, dont les Fatty Acid
Transport Protein (FATP) et Fatty Acid Translocase/ Cluster of Differentiation 36
(FAT/CD36) et transportés jusqu’au réticulum endoplasmique lisse, ol des enzymes
permettront une ré-estérification des acides gras et des monoglycérides pour reformer
des TGs. Cette réaction s’effectue majoritairement grace aux actions consécutives des
enzymes monoacylglycerol acyltransferases, qui permet de former dans un premier
temps des diacylglycérols (DAG), et diacylglycerol acyltransferase (DGAT), qui
synthétisera pour sa part les TGs (Igbal and Hussain, 2009). Les TGs devront ensuite
étre emmagasinés dans des lipoprotéines, plus particuli¢rement dans des chylomicrons
et des lipoprotéines de tres faibles densités (Very Low Density Lipoprotein, VLDL),
afin de quitter les cellules de la paroi intestinale et €tre transportés vers les différents
tissus de I’organisme (Giammanco et al., 2015). Pour leur part, les surplus de glucides
consommés lors d’une prise alimentaire seront également convertis en acides gras puis
en TGs lors d’une réaction majoritairement produite dans le foie, appelée lipogenése
de novo (Hellerstein, 1999). Cette réaction permet la sécrétion de lipoprotéines,

essentiellement constituée de TGs, dans 1’organisme (Giammanco et al., 2015).

Lors d’une demande en énergie, un processus d’hydrolyse des triglycérides, appelé la
lipolyse, sera engendré par des enzymes tels que |’ Hormone-Sensitive Lipase (HSL)
(Holm, 2003), I’Adipose Tissue Triacylglycerol Lipase (ATGL) (Zimmermann et al.,
2004) et la Lipoprotéine Lipase (LPL). Cette derniére est une enzyme qui se retrouve
a la surface endothéliale des capillaires sanguins, surtout au niveau des tissus adipeux,
du cceur et des muscles squelettiques, et est essentielle au processus de lipolyse
extracellulaire grice a sa capacité d’hydrolyser les lipoprotéines plasmatique riches en
TGs tout en jouant un rdle de ligand facilitant la captation cellulaires des lipoprotéines
(Samuel and Shulman, 2012). Une fois activée, la réaction de lipolyse permet aux tissus
adipeux de libérer des acides gras libres (4GLs) dans la circulation, qui seront par la

suite captés par des transporteurs spécifiques afin de répondre 4 la demande énergétique
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des différents tissus de I’organisme, dont le muscle squelettique. Les AGLs seront ainsi
captés par ces différents tissus par I’entremise de récepteurs et transporteurs
membranaires et intracellulaires, tels que les FATP et FAT/CD36 (Consitt et al., 2009).
Dans la circulation, les AGLs 4 longues chaines doivent étre liés a des protéines telles
que I’albumine et par des Fatty Acid Binding Protein (FABP) dans les cellules (Bonen
et al., 1999).

Une fois dans le sarcoplasme, I’enzyme Acyl-CoA synthétase (ACS) permet une
estérification des AGLs afin de former des Long Chain CoA (LC-CoA) (Suzuki et al.,
1990). Ces demiers pénétrent tout d’abord les membranes externes et internes des
mitochondries avec I’aide des enzymes camitine O-palmitoyltransférase (CPT) I et II
respectivement, ainsi que la carnitine acyltransférase, afin d’étre dégradés par la B-
oxidation (Jeukendrup, 2002). Cette réaction cyclique permet de raccourcir les chaines
de carbones des Acyl-CoA de deux atomes de carbone par cycle, libérant a chaque fois
une molécule d’Acétyl-CoA, une molécule de flavine adénine dinucléotide (FADH>)
et une molécule de nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) (Consitt et al.,
2009). La molécule d’Acétyl-CoA sera alors principalement dégradée par le cycle de
I’acide citrique, notamment connu sous le nom de cycle de Krebs, tandis que le FADH,
et NADH permettront de produire de I’énergie grice a la chaine de transport

d’électrons.

2.3 Tissu adipeux

Dans I’organisme, nous retrouvons des adipocytes blancs, contenant une seule
gouttelette lipidique (uniloculaire) capable d’accumuler une quantité importante de TG
et un nombre restreint de mitochondries (Figure 2.2). Par ailleurs, ces adipocytes situés

majoritairement dans les régions inguinales, épididymaires et périrénales, produisent
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et secretent de nombreuses hormones, appelées « adipokines », qui agissent sur
I’ensemble de I’organisme de maniére paracrine et endocrine. C’est entre autre le cas
de la leptine, une hormone anorexigéne sécrétée par les adipocytes, qui régule le
métabolisme en jouant un r6le important sur la prise alimentaire et la dépense
énergétique (Lee et al., 2013, Fantuzzi, 2005). Bien que le tissu adipeux ait longtemps
ét¢ considéré comme un lieu de stockage inerte pour les acides gras, nous constatons
actuellement qu’il agit comme un organe métaboliquement actif en influengant, entre
autre, la prise alimentaire, la balance énergétique, 1’action de I’insuline, le métabolisme

lipidique et glycolytique ou encore la pression sanguine (Lee et al., 2013).

Quant a eux, les adipocytes bruns, qui sont surtout reconnus pour leurs fonctions de
thermogénese dans 1’organisme (Diaz et al., 2014), contiennent plusieurs gouttelettes
lipidiques de volume inférieur a celle de I’adipocyte blanc et un nombre important de

mitochondries (Figure 2.2).

ADIPOCYTE BLANC ADIPOCYTE BRUN

NGYAU

Mitochondries

Gouttelettes
Lipidiques

Figure 2.2: Structure des adipocytes
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2.4 Protéines découplantes

Les adipocytes bruns sont caractérisées par la présence de protéines de découplage de
type 1, Uncoupling Protein 1 (UCPI) (Krauss et al., 2005), situées dans la membrane
mitochondriale interne, dont ’activité est significativement augmentée suite a une
exposition au froid. Ces protéines, responsables de la réduction de la production
d’adénosine triphosphate (47P), régulent le passage des protons dans la matrice
mitochondriale interne en contournant I’étape de I’ATP synthase, créant ainsi un
gradient €lectrochimique dont I’énergie se dissipera en chaleur au lieu de servir 4 la
synthése d’ATP (Diaz et al., 2014) (Figure 2.3).
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Figure 2.3: Protéine découplante (UCP) adaptée de (Krauss et al., 2005)

D’autres protéines découplantes homologues (dont UCP2 et UCP3) ont également été

identifiées (Gimeno et al., 1997, Krauss et al., 2005) de fagon prédominante dans le
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muscle squelettique et dans de nombreux autres tissus; toutefois leurs effets demeurent
encore mal compris. Somme toute, I’activation d’UCP3 semble positivement affectée
par les produits de la peroxydation des lipides et permettrait de contrer le stress oxydatif
(Schrauwen et al.,, 2010). Tenant compte de leurs fonctions physiologiques de
thermogénése et leur role probable dans I’étiologie de nombreuses pathologies, ces
protéines suscitent beaucoup d’intérét et certains groupes les considérent comme des
cibles potentielles pour contrer I’obésité ou méme le stress oxydatif. Effectivement, les
protéines UCP du tissu adipeux brun utilisent le glucose et les acides gras pour la
production de chaleur, réduisant ainsi la quantit¢ de substrats disponibles pour le

stockage dans les adipocytes.

2.5 Différenciation de myocyte en phénotype adipocytaire

Les adipocytes ainsi que les myocytes proviennent de cellules souches pluripotentes
mésenchymateuses qui, suite a une premiére phase de détermination, se convertissent
soit en lignée cellulaire d’adipoblastes ou encore de myoblastes (Timmons et al., 2007)
et ce n’est que lors d’une seconde étape de différenciation que ces cellules se
différencient respectivement en adipocytes blancs matures ainsi qu’en myocytes ou en
adipocytes bruns. De prime abord, leur engagement vers I’une des voies de
différenciation ne semblait pas permette a ces cellules de se différencier ultérieurement

en un autre type cellulaire (Dodson et al., 2010).

Toutefois, dans des conditions obésogenes, des cellules satellites pluripotentes situées
dans le muscle squelettique ont démontré une capacité de se transdifférencier en
cellules partageant des caractéristiques communes a celles des adipocytes, développant

ainsi une capacité croissante d’accumulation de lipides (Starkey et al., 2011). Des
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myoblastes C2C12 ainsi que des cellules satellites musculaires primaires en culture ont
également démontré la capacité de se convertir en cellules avec un phénotype
adipocytaire, en acquérant entre autre une morphologie reliée aux adipocytes et en
activant certains geénes adipocytaires spécifiques (Teboul et al., 1995). Ce phénotype
cellulaire favoriserait ainsi possiblement 1’accumulation ectopique de lipides dans le

muscle squelettique.

2.6 Facteurs de transcription PPARy

Le processus d’adipogenése requiert I’implication et I’activation de plusieurs familles
de facteurs de transcription, dont les Sterol respond element binding protein 1C
(SREBP-Ic), les CCAAT-enhancer binding protein (C/EBP) et les proliferator-
activated receptor (PPAR). Bien que ces trois grandes familles aient des influences
marquantes dans le processus de différentiation adipocytaire, les récepteurs activés par
les proliférateurs de peroxysomes gamma (peroxisome proliferator-activated receptor,
PP ARy) semblent jouer un role central (Rosen et al., 1999). Ce facteur de transcription,
activé par une augmentation des niveaux d’acides gras dans I’organisme, est par
ailleurs fortement impliqué dans la différenciation adipocytaire de fibroblastes en
culture (Wahli et al., 1995) et pourrait étre impliqué dans le processus de transition des

lignées cellulaires de myoblastes vers des adipoblastes (Teboul et al., 1995).

PPARYy est majoritairement exprimé dans les tissus adipeux et régularise I’expression
de nombreux génes impliqués dans le métabolisme des glucides et des lipides, tels que
ACS, LPL, FATP-1, CD36 ou encore les UCP (Berger and Moller, 2002). De plus, au
niveau du contrle de ’homéostasie énergétique, PPARy semble réguler la sécrétion

de leptine, influengant ainsi la prise alimentaire (Kadowaki et al., 2002).
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En ce qui concerne son expression dans le muscle squelettique, bien qu’il y soit moins
fortement exprimé que dans les tissus adipeux, |’activation de PPARy semble avoir un
effet positif contre le développement de la résistance a I’insuline induite par une diéte
riche en mati¢re grasse. Une surexpression sélective de ce facteur de transcription chez
des souris transgéniques est ainsi associée a une augmentation de la proportion de fibres
musculaires oxydatives ainsi qu’une réduction du contenu lipidique des myocytes

(Amin et al., 2010).

2.7 PPARgamma coactivateur 1 alpha

Le peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator - lalpha (PGC-1a),
est un co-activateur transcriptionnel du récepteur nucléaire PPARy activement
impliqué dans la modulation du métabolisme. Une surexpression de ce co-activateur
au niveau du muscle squelettique permettrait d’augmenter les niveaux de plusieurs
transporteurs, dont GLUT4 (Michael et al., 2001), améliorant ainsi la captation
cellulaire du glucose, ou encore CPT1 (Vega et al., 2000) au niveau de la membrane
mitochondriale, offrant un meilleur transport des AG dans les mitochondries et donc
potentiellement une meilleure phosphorylation oxydative (OXPHOS). Dans un méme
ordre d’idée, I’amélioration des capacités d’oxydation des AG, de la biogénése
mitochondriale et des capacités de captation du glucose chez les athlétes d’endurance
s’effectuerait ainsi par une modulation de I’expression de PGC-1a (Russell et al.,
2003). L’activité physique influencerait aussi trés rapidement 1’expression de ce co-
activateur, tel qu’il a été observé chez des rats suite 3 une courte période de 5 jours

d’entrainement (Baar et al., 2002).

Inversement, chez des personnes diabétiques de type 2 présentant une résistance a

Pinsuline, ’expression de PGC-la serait diminuée (Mootha et al., 2003). Cette
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régulation négative de génes impliqués dans la biogénese mitochondriale est également
observée lors d’une consommation de di¢te riche en matiére grasse, menant ainsi

potentiellement a une dysfonction des capacités mitochondriales (Sparks et al., 2005).

2.8 Infiltration lipidique dans le muscle squelettique

Dans les tissus adipeux, les adipocytes sont capables d’hyperplasie et d’hypertrophie
afin de répondre a une demande excessive de stockage de TGs. Cependant, cette
accumulation de lipides dans ces tissus adipeux est corrélée au développement de
maladies métaboliques, telles que le diabéte de type 2, ainsi qu’aux maladies
cardiovasculaires (Lee et al., 2013). L’obésité et le diabéte de type 2 sont également
largement associés a une accumulation lipidique excessive dans des tissus ectopiques,
comme le foie et le muscle squelettique, qui ont une capacité de stockage de lipides
trés limitée comparativement aux tissus adipeux (Boren et al, 2013). Cette
accumulation excessive et I’exposition prolongée a des concentrations élevées de
lipides crée une lipotoxicité dans les tissus ectopiques et est fortement associée a
I’insulinorésistance (Martins et al., 2012). Effectivement, des études chez des sujets
sains non diabétiques ont démontré que les niveaux de lipides intramusculaires €taient
un indicateur de la résistance a I’insuline beaucoup plus fort que les niveaux d’AGLs

plasmatique (Samuel and Shulman, 2012).

Les niveaux élevés d’AGLs plasmatiques, suite a la consommation d’une diéte
obésogéne par exemple, sont malgré tout associ€s a I’augmentation de leur captation
par les muscles squelettiques suite a une surexpression des transporteurs membranaires
FATP et FAT/CD36 ainsi que ’activité enzymatique de I’ACS (Kewalramani et al.,
2010). Les AGLs sont ainsi estérifiés en LC-CoA, en TG ainsi qu’en d’autres

intermédiaires lipidiques fortement impliqués dans la pathogénése de la résistance a
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I'insuline, tels que les céramides et les DAG (Kewalramani et al, 2010).
L’augmentation des DAG dans le muscle squelettique ménerait a 1’activation de la
protéine Kinase C (PKC), protéine impliqué dans P’inhibition de la cascade de
signalisation du récepteur a I’insuline. L’activation de PKC est associé a I’inhibition
de la phosphorylation de !'Insulin Receptor-Substrate 1 (IRS-1) et une diminution de
’activation de la voie phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) (Yu et al., 2002). Quant a
eux, les céramides affecteraient directement I’activité de la protéine kinase B (PKB)
résultant d’une diminution de la translocation du transporteur du glucose 4 (GLUT 4)
(Figure 2.4) (Kewalramani et al., 2010). Puisque les muscles squelettiques sont
responsables d’environ 80% de la captation du glucose dans l’organisme, ce
dysfonctionnement au niveau des myocytes est ainsi considéré parmi les étapes initiales
du développement de la résistance a I’insuline systémique et du diabéte du type 2

(DeFronzo and Tripathy, 2009).

AcLst
T e
. t Pxc “:S:: ;( giijf GLUT 4
fLC;CoA AT DAG/ I &
¢ M'TOCHON% Céramides §PKB /AKT/ “

Cycle de Krebs

Chaine de transport

Figure 2.4: Résistance 2 l'insuline dans le muscle squelettique
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Chez des patients obéses et diabétiques, certains groupes proposent que cette
accumulation de lipides dans les myocytes soit accentuée par la diminution de la
capacité d’oxydation des lipides suite a une dysfonction mitochondriale. Suite a ces
dysfonctions, la réduction de l’activit¢ de CPT 1 serait I'un des mécanismes
responsable de cette faible oxydation des lipides en limitant la quantité de LC-CoA
pouvant étre transporté vers les mitochondries, augmentant par conséquent la quantité
d’intermédiaires lipidiques responsable de I’insulinorésistance au niveau musculaire

(Kelley and Goodpaster, 2001).

2.9 Paradoxe de I’athléte

Paradoxalement, bien que des élévations de TGs intramusculaires soient
habituellement associées a la résistance a I’insuline et au développement du diabéte de
type 2, plusieurs athlétes de haut niveau posseéde une importante capacité de stockage
de gras intramusculaire comparativement aux individus sédentaires (Goodpaster et al.,
2001). Bien que les mécanismes sous-jacents a ce paradoxe soient encore peu compris,
cette augmentation serait méme bénéfique et améliorerait la sensibilité 4 I’insuline chez

ces athlétes.

La grande capacité d’oxydation des lipides, causée par une augmentation de la B-
oxidation pendant une activité physique, semble a premiére vue jouer un réle important
dans le maintien de la sensibilité & ’insuline des muscles squelettiques. Il a été
démontré chez des souris sédentaires consommant une diéte riche en lipides pendant 8
semaines qu’une surexpression de DGAT I, une enzyme impliquée dans la synthése
des TGs, permettrait de reproduire cette augmentation de stockage lipidique dans le
muscle (Liu et al., 2007). La surexpression de DGAT-1, dont Pexpression est

naturellement augmentée avec I’activité physique, permettrait ainsi d’augmenter les
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niveaux de TGs intramusculaires tout en réduisant les niveaux de DAG et céramides,
reproduisant ainsi ce paradoxe présent chez les athlétes. De plus, I’amélioration des
capacités anti-oxydantes par le biais de la pratique réguliére d’activité physique
permettrait le maintien de la sensibilité a I’insuline, considérant qu’inversement,
I’augmentation du stress oxydant et de la production mitochondriale de dérivés réactifs
de l’oxygéne (Reactive Oxygen Species, ROS), liés a une consommation d’une diéte
riche en matiere grasse, contribuent activement au développement de

I’insulinorésistance musculaire (Anderson et al., 2009).

Ce paradoxe démontre donc qu’une accumulation intramusculaire de TGs peut, dans
un premier temps, étre néfaste pour la voie de signalisation du récepteur & I’insuline et
ainsi contribuer au développement d’une résistance a I’insuline dans des conditions
obésogenes et de sédentarité. Cependant, ces mémes TGs peuvent a I’inverse servir de
sources importantes d’énergie métabolique facilement accessible chez les personnes

actives.

2,10 Stress oxydatif

Au sein de ’organisme, des radicaux libres, sous forme de ROS, sont constamment
produits par les mitochondries présentes dans les muscles squelettiques et provoquent,
selon leur quantité, soit des effets bénéfiques, voir méme protecteurs, ou bien des effets
néfastes et altérant (Steinbacher and Eckl, 2015). La présence d’un certain niveau de
ROS dans le muscle squelettique est cependant essentielle a la production d’une force
musculaire maximale. Cependant, un déséquilibre de cet état optimal
d’oxydoréduction, qu’il soit positif ou négatif, mene a une réduction de la production

de force (Figure 2.5) (Reid, 2001). Le terme stress oxydatif fait ainsi référence a la
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présence d’un déséquilibre entre cette production de ROS et les capacités anti-

oxydantes de ’organisme (Powers et al., 2011).
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Figure 2.5: Effets des ROS sur la production de force. (1) Production de force maximale
dans des conditions d’oxydoréduction optimales, c’est-a-dire lorsque le muscle est
exposé a de bas niveaux de ROS. (2) Réduction de la production de force lorsque le
muscle est en condition basale. (3) Les niveaux excessifs de ROS créent une réduction
de la production de force. Adapté de (Reid, 2001).

Les ROS sont des molécules tres instables qui cherchent activement a se lier a d’autres
molécules en raison du fait qu’ils possédent un ou plusieurs électrons célibataires. Lors
d’un exercice physique, il est bien reconnu que les contractions musculaires
augmentent le stress oxydatif en accentuant la production de ROS, causant ainsi des
dommages musculaires menant i la fatigue (Davies et al., 1982) ainsi qu’a des

dysfonctions musculaires (Steinbacher and Eckl, 2015). L’une des possible raisons de
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cette altération de la force musculaire serait que I’exposition prolongée des
myofilaments a de hauts niveaux de ROS causerait un dysfonctionnement des protéines
contractiles, plus particuliérement via I’oxydation des chaines lourdes de myosine
(Yamada et al., 2006).

D’autre part, la surabondance de substrats énergétiques liés a la consommation d’une
diéte hyper lipidique augmenterait I’accumulation de lipides dans les tissus ectopiques,
dont le muscle squelettique, et favoriserait une production excessive de ROS menant a
un dysfonctionnement mitochondriale (Bonnard et al., 2008). Cette altération des
fonctions mitochondriales induite par une di¢te obésogéne prolongée résulterait entre
autre d’une diminution des génes codant pour les protéines impliquées dans I’OXPHOS
ainsi que de PGC-1a, activement impliqué dans la biogénése mitochondriale (Sparks
et al.,, 2005). Cette diminution des capacités oxydatives des muscles squelettiques
combinée a I’augmentation de la lipotoxicité, majoritairement causée par
I’accumulation croissante de lipides intra-myocytaires et leurs intermédiaires
lipidiques tels que les LC-CoA, DAG et céramides, ménerait ultimement vers la
résistance a I’insuline (Schrauwen et al., 2010) par I’inhibition de I’activation de la voie

PI3K (Yu et al., 2002).

Toutefois, 1’organisme posséde des mécanismes afin de se protéger et de contrer
I’augmentation du stress oxydatif et la production excessive de ROS. L’un de ces
mécanismes est la surexpression d’UCP3 lors de situations associées a une
accumulation lipidique accrue, comme c’est le cas lors de la consommation d’une diéte
obésogéne (Schrauwen et al., 2010). Effectivement, la présence de cette protéine
découplante dans la membrane interne des mitochondries du muscle squelettique
permettrait, de par sa fuite de protons, de réduire la production mitochondriale de ROS
(Steinbacher and Eckl, 2015, Schrauwen et al., 2010, Nabben et al., 2008).
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2.11 Muscle squelettique

11 existe trois types de tissus musculaires, soit le muscle lisse, le muscle cardiaque et le
muscle squelettique. Grice 2 ses contractions, le muscle lisse permet la circulation des
différents milieux a I’intérieur de ’organisme, tels que I’air, le sang ou encore la
nourriture. Le muscle cardiaque, quant a lui, sert a propulser le sang dans ’ensemble
du corps en contractant vigoureusement le cceur. Alors que ces deux types de muscles
sont contrdlés par le systéme nerveux autonome et donc, de maniére involontaire, le
muscle squelettique est pour sa part contr61é volontairement. Ce dernier, qui fera I’objet
de la présente étude, sert principalement a la locomotion et 4 effectuer des mouvements.
Chez les hommes, les muscles squelettiques occupent plus de 38% du poids corporel,

tandis que cette valeur tourne autour de 30% chez les femmes (Janssen et al., 2000).

2.12 Structure du muscle squelettique

Le muscle squelettique est, en général, fixé aux os par I’intermédiaire de tendons et est
composé de plusieurs faisceaux qui sont, a leur tour, composés de fibres musculaires.
Les fibres musculaires, également appelées myocytes, contiennent de plus petites
structures, nommées myofibrilles. Des microfilaments minces et épais, respectivement
composés d’actine et. de myosine, se retrouvent dans ces structures et forment des
sarcomeéres (Gautel, 2011), qui sont de petites unités fonctionnelles de I’organisation

du muscle (Figure 2.6).

Plusieurs couches de tissu conjonctif sont présentes dans le muscle squelettique.
Effectivement, I’ensemble du muscle est recouvert par une premiére couche nommée

I’épimysium. Cette premiére couche assure le maintien du muscle et de sa forme. Les
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faisceaux musculaires sont, pour leurs parts, recouvert d’une autre couche de tissu
conjonctif, le périmysium, afin d’étre maintenus ensemble. Finalement, I’endomysium,

quant 2 elle, enveloppe les fibres musculaires (Figure 2.6).

Os

Fibre
musculaire

Myofibrille

Faiscean

Eyimysian Endomysiusm

Figure 2.6 : Structure du muscle squelettique

2.13 Contraction musculaire

Le muscle peut se contracter majoritairement grice a l’interaction des protéines
d’actine et de myosine, qui créent ensemble un raccourcissement des sarcomeres. Cela
se produit par un glissement des filaments minces et épais les uns sur les autres, les
filaments d’actine détenant des sites de liaison pour les tétes de myosine. En période
d’inactivité, ces sites sont recouverts par la tropomyosine et la troponine, deux
protéines particuliérement sensibles au ions calcium (Ca?*) (Scott et al., 2001). La
tropomyosine est sous la forme d’un long brin recouvrant les sites actifs de I’actine
tandis que la troponine est une protéine de forme globulaire, plus précisément
composée de trois sous-unités. L’une de ces sous-unités, la Troponine C, comprend un
site de liaison spécifique qui se lie au calcium afin de contrbler ’activation de la

contraction musculaire. Quant a elle, la seconde sous-unité, la Troponine L, permet de
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se lier a I’actine afin de contrdler les interactions avec les filaments de myosine. La
derniére sous-unité, la Troponine T, comporte pour sa part un site de liaison afin de se

fixer 4 la tropomyosine (Baylor and Hollingworth, 2012).

Lors d’une stimulation du muscle, les ions calcium (Ca**) sont libérés par les citernes
terminales du réticulum sarcoplasmique et se propagent a I’intérieur des myofibrilles.
C’est cette augmentation de la concentration de calcium qui permet de libérer les sites
de liaison des filaments d’actine, permettant a la myosine de se lier a ceux-ci (Gomez
et al., 2006). Une fois ancrée, la myosine modifie sa structure afin de créer un
mouvement qui permet aux filaments d’actine de glisser vers I’intérieur du sarcomére.
La présence d’ATP est essentielle pour procurer de I’énergie a la téte de myosine afin
que celle-ci puisse se libérer du site de liaison. Cette énergie produite par [’hydrolyse
de ’ATP grice a I’adénosine triphosphatase (47Pase) permet a ce cycle de se
reproduire des milliers de fois lors d’une contraction, réduisant considérablement la

longueur des sarcoméres.

Une fois la contraction terminée, le réticulum sarcoplasmique réabsorbe le calcium et
les sites de liaison de la myosine sur I’actine sont 3 nouveau recouverts grice a la

troponine et la tropomyosine (Baylor and Hollingworth, 2012).

Plusieurs autres protéines sont présentes dans les myofibrilles afin d’offrir, entre autre,
un support structural aux sarcomeres lors des contractions musculaires. C’est le cas de
la nébuline ou encore de la titine, deux protéines qui permettent de fixer respectivement
les filaments de myosine et d’actine (Wang and Wright, 1988) sur leurs bandes

respectives. Ces protéines sont primordiales afin de permettre une contraction
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musculaire efficace puisqu’elles maintiennent les sarcoméres dans leur bon alignement

et position structurale.

2.14 Protéine Alpha-Actinine

Cette famille de protéines se fixant sur les filaments d’actines comporte quatre
isoformes dont I’alpha-actinine-3 (ACTN3a) qui est présent spécifiquement dans les
fibres musculaires glycolytiques (Mills et al., 2001). Une déficience de cette protéine
réduit significativement ’activité de I’enzyme glycogéne phosphorylase (Quinlan et
al., 2010), responsable de la dégradation du glycogeéne en glucose, favorisant ainsi
I’utilisation de voie énergétique de la phosphorylation oxydative (Berman and North,
2010). Par ailleurs, I’expression de cette protéine est fortement associée a la
performance athlétique en améliorant la force (Clarkson et al., 2005) et la puissance

musculaire (Heppner et al., 2013).

2.15 Types de fibres musculaires.

Anciennement, les fibres musculaires étaient classées en fonction de leur vitesse de
contraction et de leur couleur. Ainsi, les fibres dites rapides étaient associées a la
couleur blanche et les fibres de types lentes a la couleur rouge en raison de leur haute
teneur en myoglobine, une protéine du systéme circulatoire qui transporte 1’oxygéne
dans le muscle. Cependant, cette méthode de classification était peu précise en raison
des nombreuses variations de couleurs des fibres. A cause de ces colorations
intermédiaires, il était difficile de classer avec certitude les fibres en se basant

uniquement sur leur couleur.
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La classification des fibres musculaires peut se faire de diverses fagons, certaines étant
plus communément utilisées que d’autres. Tout d’abord, des techniques histochimiques
permettent de classer les fibres en fonction de leur teneur en myosine adénosine
triphosphate phosphohydrolase (myosine ATPase), ou le niveau d’activité
enzymatique est corrélé avec la composition en chaines lourdes de myosines (Staron
and Pette, 1986). Les fibres de type II comportent une activité ATPase de la myosine
beaucoup plus élevée que les fibres de type I (Barany, 1967, Scott et al., 2001). Avec
cette méthode de classification, les fibres ont pendant longtemps été classées comme
étant de type I, Ila ou IIb. Cependant, des études ont démontré que plusieurs niveaux
intermédiaires étaient également présents (Scott et al., 2001, Zhang et al., 1998) et qu’il
y aurait plutdt 7 types de fibres musculaires. De ce fait, de la vitesse de contraction la
plus lente jusqu’a la plus rapide, il y aurait les fibres de type I, IC, IIC, IIAC, IIA, IIAB
et IIB. Malgré tout, la plupart des chercheurs actuels classifient encore les fibres

musculaires en ne tenant compte que des trois types de fibres originalement établies.

Il est également possible de classifier les fibres musculaires a 1’aide des isoformes de
chaines lourdes de myosine (MHC) (Canepari et al., 2010, Pette et al., 1999, Pette and
Staron, 1997, Scott et al., 2001), identifiant ainsi les fibres, des plus lentes au plus
rapides, comme étant de type MHC I, MHC Ila ou MHC IIx/d (MHC IIb chez les

animaux) ou simplement I, Ila, IIx/d, et IIb.

Finalement, grice a des facteurs biochimiques qui refl¢tent les enzymes responsables
du métabolisme énergétique du muscle, les fibres peuvent étre classées comme étant a
contractions lentes oxydatives, a contractions lentes oxydatives/glycolytiques ou a

contractions rapides glycolytiques (Scott et al., 2001).



2.16 Modification du type de fibres musculaires

Les fibres de type I, de par leur contenu élevé en mitochondries, sont spécialisées dans
la réalisation d’effort de longue durée, étant trés résistantes a la fatigue, et sont donc
abondamment présentes chez les athlétes d’endurance (Wilson et al., 2012). Ces fibres
oxydatives ont naturellement un contenu en TG plus élevé et une plus faible réserve de
glycogene comparativement aux fibres de types glycolytiques. Pour leur part, les fibres
de type Ila et IIx permettent la réalisation d’effort en force et en puissance de courte
durée grice a leur capacité de se contracter rapidement mais sont trés peu résistantes a

la fatigue (Wilson et al., 2012).

Il est reconnu que les fibres de type IIx peuvent se convertir en type Ila, et vice-versa.
Cependant, les mécanismes permettant la possibilité de changement des fibres de type
IT en type I restent encore mal définis. Par contre, certains types d’activités physiques
semblent permettre une modification du ratio des fibres, comme c’est le cas lors de
I’augmentation de ’entrainement en endurance en méme temps qu’une diminution de
la charge en puissance. Cette forme d’entrainement induirait une augmentation du type
de fibre I et une diminution du nombre de fibre de type Ila chez les humains (Gehlert
et al.,, 2012). Des résultats semblables ont été obtenus en soumettant des souris 3 un
entrainement en résistance. Ces expériences ont diminué le ratio de fibres de type II /
type I en élevant principalement le nombre de fibres de type I (Kruger et al., 2013).
Ainsi, I’augmentation du nombre de fibres musculaires de type oxydative serait une

forme d’adaptation de 1’organisme face a un entrainement en endurance.

D’un point de vue plus mécanistique, une surexpression de PGC-1o semblerait induire
une modification des fibres IIb pour des fibres de type Ila ainsi que des fibres

oxydatives de type I (Lin et al., 2002). Ainsi, cette surexpression du co-activateur PGC-
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la améliorerait le contenu mitochondrial dans le but d’augmenter les capacités
d’oxydation des AGLs, tel que retrouvé chez les athleétes d’endurance (Russell et al.,
2003).

De plus, tout comme lors de la pratique d’une activité physique spécifique, la
consommation de certains substrats énergétiques menant vers le développement de
I’obésité induirait également une modification de la typologie des fibres musculaires
(Wilson et al., 2012). Ultimement, autant chez les humains que les rats, 1’obésité
chronique est associée a une augmentation des fibres de type Ilx ainsi qu’a une
réduction des fibres de type I (Tanner et al., 2002, Hickey et al., 1995).

2.17 Importance clinique des propriétés musculaires

La condition physique et les propriétés musculaires ont non seulement une influence
incontestable sur la capacité d’un individu a produire une action physique mais sont
aussi parmi les plus importants facteurs de risque associés aux maladies métaboliques
et cardiovasculaires (Ortega et al,, 2007). Parmi les déterminants de la condition
physique, nous retrouvons la force musculaire qui consiste en la capacité & générer une
force contre une résistance et qui se compose entre autre de la force maximale et de

I’endurance musculaire (Ortega et al., 2007).

L’enfance et 1’adolescence sont des périodes cruciales de la vie ot de nombreuses
modifications physiologiques et psychologiques occurrent et peuvent avoir une
influence importante sur I’adoption ou non d’un mode de vie sain et actif permettant le
développement des déterminants de la condition physique. Or, le développement d’une

force musculaire adéquate aura des effets bénéfiques contre le développement de
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I’obésité, de ’hypertension et du diabéte tout en diminuant I’incidence du syndrome
métabolique chez les hommes de tout 4ge (Jurca et al., 2005). A court terme, il est
possible d’observer une altération de la sensibilité & I’insuline par le muscle
squelettique suivant une perte de force musculaire suite a ’arrét d’un entrainement en
résistance chez de jeunes patients sains (Andersen et al., 2003). Inversement, chez des
patients diabétiques de type II, une augmentation de la force musculaire se traduit
également par une amélioration globale du profil métabolique et d’une réduction des

risques de complications associés au diabéte (Honkola et al., 1997).

Outre ces effets bénéfiques face aux maladies métaboliques, le développement de la
force musculaire au cours de 1’adolescence permet également la diminution de
’incidence a long terme de I’ostéoporose en affectant positivement la densité osseuse,
tel que démontré par une étude longitudinale effectuée chez de jeunes adolescentes sur
une période de 20 ans (Barnekow-Bergkvist et al., 2006). Cette augmentation de la
masse osseuse a 1’dge adulte permet entre autre de prévenir les risques de fractures

associés a 1’ostéoporose.

Une diminution de la force musculaire aurait ainsi un effet néfaste a court et long terme
sur la prévalence du syndrome métabolique et le développement de maladies

métaboliques en plus d’affecter la densité osseuse.



CHAPITRE III
METHODOLOGIE

La méthodologie proposée ci-dessous a l’intention de répondre & la question de
recherche visant & déterminer si une infiltration et accumulation excessive de lipides
dans le muscle squelettique a une influence sur les fonctions musculaires. De plus, elle
nous permettra de mieux définir certains mécanismes pouvant étre impliqués dans

I’accumulation lipidique du tissu musculaire.

3.1 Conditions (variables indépendantes)

Au cours de ce présent projet de recherche, plusieurs conditions de mesures auront été
établies et représenteront les variables indépendantes. En premier lieu, il y a 1a durée
totale de I’expérimentation, qui sera fixée a 14 jours. Lors de la mise en cage, les rats
seront en période de puberté, étant 4gés entre 37 et 40 jours. Durant cette période
spécifique, il a été démontré que 10,5 jours chez les rats équivalaient environ a 1 an
chez les humains (Sengupta, 2013). Par la suite, tous les rats seront soumis aux mémes
conditions d’hébergement durant I’expérimentation. Le protocole de contractilité
musculaire utilisé sera également le méme pour tous les rats et il se déroulera & une
température contrélée a 30°C +/- 0,5°C. Préalablement aux extractions musculaires et
aux tests de contractilité, les rats seront transportés de I’animalerie jusqu’a notre

laboratoire dans une boite de transport spécifiquement congue pour cet usage.

En ce qui concerne les analyses d’expression génique, I’extraction d’acides

ribonucléiques messager (ARN) sera réalisée en utilisant la méme méthode




d’extraction et ce, peu importe le muscle analysé. La qualité¢ et I’abondance de

I’extraction (ratio 260nm/280nm), vérifiée par spectrophotométrie, devra se situer entre
1,7 et 2. Par la suite, la quantité d’acide désoxyribonucléique complémentaire (cDNA)
utilisée sera de 2pL et les amorces utilisées pour identifier les différents génes
d’intéréts ainsi que les génes de référence seront les mémes pour chaque analyse sur

les tissus musculaires.

3.1.1 Le schéma expérimental

ETUDES IN VIVO

T=0

Répartition des rats en deux
jour

groupes

i

e Accés
Ad Libitum
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[ Evaluation des fonctions
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T=14
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Figure 3.1: Devis expérimental : Evaluation des fonctions musculaires et autres
analyses.

Au jour 0, les rats seront placés en cage métabolique avec une di¢te conventionnelle
ou obésogeéne. A chaque jour les cages seront nettoyées, les rats seront pesés et de la

nourriture sera ajoutée dans les mangeoires.
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Au jour 14, nous procéderons a I’extraction de I’extensor digitorum longus (EDL),
principalement de type glycolytique, et du soleus (SOL), principalement oxydatif
(Masgrau et al., 2012), de la patte droite afin d’évaluer les fonctions musculaires. Nous
récolterons également ces deux muscles sur la patte gauche pour des analyses
d’expression génique en plus d’extraire le tissus adipeux inguinal, épididymaire et péri-
rénal, le tissus adipeux bruns ainsi que le foie pour de prochaines analyses. Cette
manipulation sera effectuée sous anesthésie a I’isoflurane et sera terminale puisque les
rats seront sacrifiés immédiatement aprés 1’extraction des différents tissus. Ces derniers

seront conservés a -80°C.

3.2 Mesures (variables dépendantes)

Au cours de ce projet, plusieurs variables seront mesurées et dépendront des différentes
conditions imposées. C’est entre autre le cas du poids de I’animal, qui variera selon les
conditions auxquelles ce dernier est soumis. Cette variation de poids aura un effet sur
la force spécifique générée par un muscle, puisque celle-ci dépendra non seulement de

la longueur du muscle, mais également de sa masse.

De plus, puisque les conditions d’extraction et d’analyse d’expression génique sont les
mémes pour chaque tissu analysé, le niveau d’expression des différents génes mesurés
dans les tissus dépendra des traitements auxquels ’animal aura été soumis durant

I’expérimentation.

Le nombre de sujets (n=8) fut déterminé au moyen d’un calcul de puissance d’effet
avec un béta de 0.8 (logiciel Statistical Analysis Software) et réalisé avec un écart-type

de 4 provenant de résultats préliminaires de force-fréquence spécifique maximale.
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3.3 Procédures

3.3.1 Diétes

Les animaux seront nourris a partir d’une diéte conventionnelle contenant 3,1 kcal/g
(Rodent Chow 5075 : 4,5% de lipides, 62,5% de glucides et 18% de protéines)
(ANNEXE A) et provenant des Laboratoire Charles River (St-Constant, Canada) ou
d’une diéte obésogéne contenant 5,24 kcal/g (Diet Induced Obesity #D12492), tel
qu’élaborée par Research Diets, Inc., (NJ, Etats-Unis) dont 60% des calories sont
dérivées des lipides, 20% des glucides et 20% de protéines (ANNEXE B).

Les animaux auront accés ad /ibitum a la nourriture et & ’eau durant toute la durée de
P’expérience. La nourriture sera préparée en grande quantité (+/- 4.5 kg) et sera
conservée sous vide en petits paquets (+/- 1 kg) 4 -20 °C jusqu’a ce qu’elle soit utilisée.
Une fois décongelés, les paquets de nourriture seront conservés a une température de 4
2@!

3.3.2 Animaux et cages métaboliques

Le présent projet de recherche sera effectué sur des rats Wistar males, pesant 153,6 +
4,6 g lors de leur mise en cage (Laboratoires Charles River, Saint-Constant, Canada).
Cette lignée de rats créée par croisements consanguins est trés utilisée pour étudier les
effets de I’obésité induite par une diéte en raison de sa faible tendance a développer
une résistance a I’obésité, comparativement a d’autres lignées telles Sprague-Dawley
(Reuter, 2007).
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Le protocole de recherche utilisé fut approuvé par le Comité Institutionnel de
Protection des Animaux (CIPA) (numéro d’acceptation : 0515-R3-759-0516) et est
conforme aux régles déontologiques et normes définies par le Conseil Canadien de
Protection des Animaux (CCPA). Les rats seront commandés en accord avec les
réglements du CIPA et seront logés dans les animaleries de P'UQAM. Une
acclimatation de trois jours sera respectée dés leur arrivée avant de débuter les

expérimentations.

Les rats (n=16) ont été aléatoirement répartis en deux groupes (n=8/groupe), ’un
soumis a une diéte obésogéne (groupe traitement — RDO) et I’autre a une diéte de type
conventionnel (groupe témoin - RDC). A leur arrivé a 'UQAM, une période de trois
jours d’acclimatation a leur nouvel environnement a précédé le début de
I’expérimentation. Les rats ont été par la suite logés individuellement dans des cages
métaboliques (CLAMS, Columbus Instruments, OH, USA) pendant 14 jours, suivant
un cycle de luminosité de 12h/12h avec ouverture des lumiéres a 6h00. Les cages ont
été calibrées avant chaque mise en cage tel que recommandé par le fabricant. L apport
alimentaire, le quotient respiratoire, le déplacement volontaire ainsi que la prise de

poids des animaux ont été mesurés quotidiennement.

3.3.3 Extractions musculaires et tests de contractilité

Au 14° jour, les rats ont été anesthésiés avec de I’isoflurane 5% afin de procéder a
I’extraction des muscles EDL (Hakim et al., 2013) et SOL (Segal and Faulkner, 1985).
Les muscles étaient par la suite plongés dans une solution de Krebs physiologique [en
mmol/L : 118 NaCl, 4,694 KCl, 1,196 MgSQa, 0.999 KH,POq, 2,503 CaCl; 0 2H;O,
24,997 NaHCO3, 1,100 CsH1206] continuellement oxygénée [95% O et 5% COz] (Zuo
et al., 2011).
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Les muscles extraits ont été installés sur un systéme de contraction musculaire (Aurora
Scientific Inc, On. Canada) afin de mesurer leur force de contraction. Tout au long du
protocole de contraction, le muscle était submergé dans une solution de Krebs

oxygénée a une température de 30 °C (Hakim et al., 2013).

La longueur optimale du muscle (LO), permettant le développement maximal de force
suite 4 une contraction instantanée (twitch), a été déterminée et mesurée avant le début
des contractions. Le ratio LO sur le poids du muscle sec, mesurée une fois
I’expérimentation terminée, multiplié par la densité musculaire (1.06 g/cm®) (Brooks
and Faulkner, 1988, Mendez and Keys, 1960) a permis de déterminer I’aire transversale

du muscle et de calculer la force spécifique (en N/cm?) générée par ce demier.

Une fois le muscle ajusté a sa longueur optimale, nous avons mesuré la force tétanique
générée par la muscle lors de diverses fréquences de stimulation, allant de 150 Hz a §
Hz durant 600 ms chacune. Une période de deux minutes de récupération entre chaque
contraction était respectée. Par la suite, le muscle était soumis a un protocole de fatigue
musculaire consistant & une stimulation de 150 Hz a chaque 2 secondes pendant une
période de 3 minutes. Pour finir, un protocole de récupération consistant & une

stimulation de 150 HZ aux 90 secondes pendant une période 30 minutes a été effectué.

Les données ont été analysées grice au logiciel Dynamic Muscle Analysis (DMA)
software (Aurora Scientific Inc, On. Canada) afin de déterminer la force absolue et
spécifique maximale générée a chaque fréquence de contraction (Close and Hoh,
1968). Au niveau de la résistance a la fatigue et de la capacité d’endurance, la variation
de force entre la premiére et la derni¢re contraction lors du protocole de fatigue a été

analysée ainsi que le pourcentage de la force initiale récupérée.
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Les muscles de la patte droite ont servi & mesurer la force de contraction tandis que
ceux de la patte gauche ont été conservés a -80°C pour les analyses d’expression

génique.

3.3.4 Analyse quantitative de I’expression génique (RT-qPCR)

Des sections de tissus musculaires de ’EDL et du SOL extraient ont été conservées
dans une solution de RNAlarer (Life Technologies Inc., Burlington, ON) puis
I’ARNmessager (ARNm) sera recueilli a I’aide de trousses d’extraction (Qiagen Inc.,
Toronto, ON) selon les procédures du manufacturier. Il est important de noter que ces
analyses ont majoritairement servi de données exploratoires en raison de la faible
quantité de tissus disponibles (RDC : n=4 et RDO : n=3); I’objectif principal de ce
mémoire étant principalement |’observation des effets au niveau de la contractilité
musculaire. L’extraction d’ARNm et la quantification par RT-qPCR ont été effectués

par madame Jocelyne Mercier au Centre de Recherche du CHU Ste-Justine.

La qualit¢ de ’ARNm a été déterminée par spectrophotométrie (NanoDrop 2000,
ThermoScientific, Del., USA) avec un ratio 260 nm/280 nm se situant entre 1,7 et 2,0.
La dégradation de I’ARNm a ensuite été vérifiée sur gel d’agarose. L’ADNCc a été
obtenue par transcriptase inverse (R7) en utilisant 1pg d’ARNm (Miegueu et al., 2011).
La réaction en chaine par polymérase (QPCR) a été réalisée a partir de 2 pL. d’ADNc
et de 8 uL de solution d’un mélange (MasterMix) a base de SYBR Green et d’eau sans
ARNase, selon les directives du fabricant (Quantitec SYBr green PCR kit, QIAGEN

inc., Toronto, Canada).
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Les expériences ont été réalisées en triplicata dans des plaques de 384 puits et les
analyses ont été effectuées par un lecteur de plaques de PCR en temps réel
(QuantStudio 6 Flex System, Life Technologies Inc., ON, Canada). L’amplification
s’est déroulée durant une période de 40 cycles. Les produits de ’amplification ont été
analysés avec le logiciel Viia7 et les niveaux d’expression d’ARNm seront par la suite
normalisés par rapport aux valeurs obtenues avec les génes de référence (Tableau 3.1)
hydroxymethylbilane synthase (Hmbs) et phosphoglycerate kinase 1 (Pgkl), selon les

recommandations du fabricant.

Les principaux génes impliqués dans la différenciation des adipocytes et des myocytes,
dans la biogénése mitochondriale et dans le transport et I’oxydation des acides gras ont
été analysés (Tableau 3.2). Les amorces spécifiques a chacun de ces génes ont été
générées en utilisant la base de données NCBI GENE, disponible sur internet

(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Ces amorces seront ensuite préparées par
Integrated DNA Technologies (IDT INC., IA, USA).

Tableau 3.1: Contrdles endogeénes

GENE/RAT SEQUENCE DE L’AMORCE

F: TGCATGATCCTGAAACTCTGCT

Hmbs | ¢ GGTACAGTTGCCCATCCTTCAT

F: AACAAGCTGACTTTGGACAAGC

Pgkl R: AGCAGCCTTGATCCTTTGGTTA
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Tableau 3.2: Liste des génes analysés

GENE/RAT | ALIAS/ ORTHOLOGUE SEQUENCE DE L’AMORCE
e o F: GAAGTGACTGACTCCAGGACAG
=g R: GGTCTTTGGTCACATACGGAGT
m e F: ACTTGGCGACAAAGTTGCTTTT
£ R: TCTGAACACCCTGTTTACGGAG
T F: TTCAACCACTTTGACCGGAAGC
2R R: TGGTCATGATCCGAGCAAACTC
== F: GCCAGCTAGAAAAATAGAAGCACT
R: CATTTCTGCTTTCTCATCGCCG
- F: TGGGCAACCAACTATGTAAGTGA
P R: TGCTTGTTGGCTCGTGTTCTTA
= F: GATTATCTGCAGCACAGCATCG
P R: CTTCTGTTCTCCTGAACTGGCT
= F: ACATTTCAGATTGAGAAGCGCC
ga R: GGAACCCACTGGAGTGATAGAC
e F: CCCCAGATGACAGGAAAGTGAA
= R: GCCTTTCATGACACATTCCACC
2 = F: CTGGCCATGGTTTTAAGGGATG
R R: GAGAAGGCCACAAAGTAGTCCA
o F: GAAAGCCGGAGAGACTCAGAAA
P R: TGTTGGTTTGTCCAGTGTCAGC
2 F: GAAGAGCCTTCAAACTCCCTCA
parg R: GCTTCAATCGGATGGTTCTTCG
e i F: AGAGTCACCAAATGACCCCAAG
PEERE g R: TTGGCTTTATGAGGAGGAGTCG
F: CACTCAGCAGGAAACATTGTGG
S Eqtd R: GGCAAAGCTCACCAATGTACTG
T F: AMAGACCCGATACATGAACGCT
P R: AAGGAGGGCATGAATCCTTTGT
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3.3.5 Imagerie par spectrométrie de masse

L’imagerie par spectrométric de masse MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization) a permis de détecter, d’identifier et de localiser les lipides suite a des coupes
histologiques sur les tissus du muscle Sol. A noter que ces analyses ont uniquement été
effectuées sur le SOL, choisi en raison de la grande capacité d’oxydation des lipides de
ce type de muscle. Des coupes de 14 microns ont été placées sur des lames
conductrices, grice a un recouvrement d’oxyde d’indium-étain, afin d’y déposer la
matrice. Cette derniére permet une cristallisation homogene sur les tissus afin d’éviter
une délocalisation des molécules. Un logiciel d’analyse a ensuite permis de recréer la
distribution des molécules détectées selon la localisation des spectres captés. Les
expériences d’imagerie MALDI ont été effectuées en collaboration avec le Dr. Pierre

Chaurand, professeur au département de chimie a I’Université de Montréal.

3.3.6 Analyses statistiques

Les données sont présentées par moyennes plus ou moins les erreur-types. Les
comparaisons ont été faites entre le groupe avec traitement de diéte riche en gras et le
groupe contrdle avec une diéte conventionnelle. La normalité de la distribution a été
évaluée par un test de Shapiro-Wilk et un test-t indépendant de Student a permis
d’analyser I’effet du traitement. Une analyse & mesures répétées avec une correction de
Bonferroni a également permis de déterminer les effets de groupes et de temps pour
certaines mesures. La significativité statistique est établie a p<0,05. Toutes les analyses

ont été effectuées sur le logiciel SPSS (version 21, IBM Corporation, NY., USA).



CHAPITRE IV
RESULTATS

4,1 Mesures anthropométriques des animaux et données métaboliques

4.1.1 Poids des animaux et aires transversales des muscles

Le Tableau 4.1 met en évidence la variation du poids des animaux entre le moment de
I’extraction des muscles (jour 14) et la mise en cage (jour 0) n’est pas significative
entre les deux groupes. De plus, I’évolution du poids des animaux au fil des jours est

constante (Figure 4.1), sans aucune différence notable d’un groupe a I’autre.

Tableau 4.1: Mesures anthropométriques

Variation poids (g)
conditions RDC 142.34 £ 5.20
RDO 135.40 + 4.01

a. Les données sont présentées en moyennes +
erreur-type pour (RDC : n=8 ; RDO: n=7)

b. Aucune différence significative (p > 0,05)
entre les groupes au niveau de la variation du
poids.
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Evolution du poids
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Figure 4.1: Evolution du poids
Données présentées en moyennes + erreur-type; (RC: n=8 ; RDO: n=7).
(A) L’évolution du poids des animaux sur 14 jours ne démontre aucune différence
significative entre les groupes.

4.1.2 Prise alimentaire et apports caloriques

La Figure 4.2 illustre I’apport calorique (en kcal/jour) ainsi que la prise alimentaire (en
g/jour) quotidienne moyenne durant les 14 jours de traitement. Les animaux
consommant une diéte riche en matiére grasse ont un surplus calorique de 16,6%
(RDC : 85.19+2,71 cal vs RDO : 103,8 + 3,00 Kcal; p<0,01) tandis qu’ils consomment
en moyenne 27,5% moins de grammes de nourriture (RDC : 27,70 + 0,88 g vs RDO :
19,85+ 0,63 g, p<0,01).
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Figure 4.2 : Prise alimentaire

Données présentées en moyennes + erreur-type; (RDC : n=8 ; RDO: n=7); #=p<0,01.
La prise énergétique moyenne par jour (A), en termes de calories ingérées, est
significativement plus élevée pour les animaux du groupe RDO tandis que la prise
alimentaire (B) est significativement plus élevée pour les RDC.

4.1.3 Ratio d’échange respiratoire

La Figure 4.3 présente le ratio d’échange respiratoire (RER) moyen sur les 14 jours en
cages métaboliques, exprimé en VCO2/VO2. Les rats du groupe RDO ont un ratio

significativement inférieur par rapport 4 ceux du groupe RDC (RDC : 0,975 £ 0,004 vs
RDO : 0,826 + 0,002 ; p<0,01).
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Figure 4.3: Ratio d'échange respiratoire
Données présentées en moyennes =+ erreur-type; (RDC : n=8 ; RDO: n=8); # = p< 0,01

4.1.4 Activité physique volontaire

Le déplacement des rats, enregistré par capteur infrarouge durant la phase active (beam
breaks), permet de voir ’activité locomotrice volontaire des sujets au cours du temps
(Figure 4.4). Les données ont été séparées par semaine (0 a 7 jours et 8 a 14 jours) ainsi
que par groupe. La valeur « totale » équivaut au nombre de fois que 1’un des capteurs
est franchi tandis qu’au niveau de la valeur « ambulatoire », il faut que deux capteurs
consécutifs soient franchis. Par exemple, si ’animal se gratte sur place, le méme
capteur sera « franchi », augmentant de cette fagon le déplacement total tandis que s’il
se déplace dans sa cage, des capteurs consécutifs seront franchis, augmentant alors le
déplacement ambulatoire. Cette derniére devrait alors étre plus particuliérement prise
en compte dans I’évaluation de I’activité physique volontaire puisqu’elle correspond
uniquement au déplacement de I’animal tandis que la valeur totale prend également en

compte les mouvements effectués lorsque I’animal n’est pas en déplacement.
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Au cours de la premicre semaine, les animaux du groupe RDO ont effectués davantage
de mouvements au niveau de I’axe des x total (RDC : 431,117 + 3,95 vs RDO : 471,71
+5,55; p<0,01) ainsi que sur I’axe des z (RDC : 57,35+ 1,53 vs RDO : 67,85+ 1,71 ;
p<0,01). De plus, les rats RDO se sont également moins déplacés dans leur cage que
les RDC au cours de la deuxiéme semaine (x ambulatoire RDC : 170,09 + 2,41 vs
RDO : 158,947 + 1,34; p<0,01) alors que les valeurs de I’axe des z sont demeurées
supérieures pour les RDO (RDC : 55,03 + 0,88 vs RDO : 65,22 + 1,68; p<0,01).

Concernant uniquement les rats RDO, il est important de noter qu’entre la premiére et
la seconde semaine, leur niveau de sédentarité semble avoir augmenté par la réduction
de leurs mouvements (x total Jour 04 7 : 471,71 £ 5,55 vs Jour 8 4 14 : 449,36 + 3,82
; p<0,01) et leur déplacement (x ambulatoire Jour 027 : 173,97 +£2,37 vs Jour 83 14 :
158,95 + 1,34; p<0,01).
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Figure 4.4: Activité physique volontaire

Données présentées en moyennes =+ erreur-type; (RDC : n=8 ; RDO: n=8); #=p< 0,01.
Les animaux sur une di¢te obésogéne se sont significativement moins déplacés au
courant de la deuxiéme semaine que les animaux sur di¢te conventionnelle. Les
animaux du groupe RDO ont également significativement réduit leurs déplacements
ambulatoires durant la deuxi¢éme semaine comparativement a la premiére semaine de
dicte.

4.1.5 Aires transversales des muscles

La Figure 4.5 démontre qu’aucune différence n’est observée (p> 0,05) en ce qui
concerne I’aire transversale du muscle EDL (RDC : 0,416+ 0,016 mm? vs RDO : 0,446
+ 0,012 mm?) ainsi que du SOL (RDC : 0,524 + 0,016 mm? vs RDO : 0,573 + 0,025
mm?), mesurée en fonction de la longueur optimale (L0) du muscle, de son poids une
fois asséché suite au protocole de contractilité musculaire et de I’indice de densité du
muscle de 1,06 g/cm3.
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Figure 4.5: Aire transversale :
Autant pour le muscle EDL que SOL, aucune différence n’est observée entre les
moyennes des aires transversales.

4.2 Propriétés contractiles des muscles EDL et SOL

4.2.1 Force-fréquence absolue

La Figure 4.6 démontre la force absolue, exprimée en gramme de force, obtenue lors
des tests de contractilit¢ musculaire. Au niveau du muscle EDL (majoritairement
glycolytique), les rats du groupe RDO ont une diminution de force pour des fréquences
de contractions inférieures a 50 Hz (p<0,05) et la force maximale absolue fut atteinte
lors de 1a contraction de 150 Hz (RDC : 213,39 + 5,33 g vs RDO : 211,44 +3.49 g).
Pour le muscle principalement oxydatif SOL, la force maximale absolue fut atteinte
lors de la contraction de 120 Hz (RDC : 98,35 +4,44 g vs RDO : 91,32 + 4,36 g). Bien
que non significatif (p>0,05), il semble cependant y avoir une tendance suggérant que
les animaux du groupe RDO pourraient générer sensiblement moins de force au niveau

de muscle SOL.
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Figure 4.6 : Force absolue générée

Données présentées en moyennes = erreur-type; (RDC : n=8 ; RDO: n=7) : * = p<0,05.
(A) Force absolue du muscle EDL, les rats du groupe RDO ont une diminution de force
pour des fréquences de contractions inférieures a2 50 Hz. (B) Aucune différence
significative n’est observée au niveau de la force absolue pour le muscle SOL.

4.2.2 Force-fréquence spécifique

La Figure 4.7 et la Figure 4.8 mettent respectivement en relation la force spécifique, en
N/cm?, générée par les muscles EDL et SOL pour les fréquences de contractions allant
de 5 Hz a 150 Hz. Cette force spécifique est normalisée pour chaque animal en fonction
de la longueur optimale et du poids de leurs muscles. Les courbes de force-fréquence
permettent de comparer les valeurs de force atteintes en fonction du pourcentage de la

valeur maximale.

4.2.2.1 Force-fréquence spécifique du muscle Extensor Digitorum Longus

Dans le muscle EDL (Figure 4.7), la force maximale générée a 150 Hz est réduite de

9,45% pour le groupe RDO (RDC : 56,69 + 0,83 N/cm?vs RDO : 51,34 + 1,09 N/cm?;
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p<0,01). Aux basses fréquences de 50 Hz et moins, les animaux du groupe RDO

générent un plus faible pourcentage de leur force maximale (p<0,05) comparativement

a ceux du groupe RDC.
EDL Force-Fréquence Spécifique EDL Courbes Force-Fréquence Normalisée
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Figure 4.7 : Force-fréquence spécifique du muscle EDL

Données présentées en moyennes + erreur-type; (RDC : n=8 ; RDO: n=7) ; #=p<0,01;
* = p<0,05. (A) La force spécifique généré par les animaux du groupe RDO est
significativement inférieure a celle des animaux du groupe RDC. (B) De 5 Hz a 50 Hz,
les animaux du groupe RDO générent un plus faible pourcentage de leur force
maximale.

4.2.2.2 Force-fréquence spécifique du muscle Soleus

Au niveau du muscle SOL (Figure 4.8), la force spécifique maximale générée lors
d’une contraction de 120 Hz est réduite de 10,98% pour le groupe RDO (RDC : 20,70
40,85 N/ecm? vs RDO : 18,43 & 1,12 N/cm?). Bien que généralement non significative,
sauf lors d’une fréquence de 50 Hz, la force spécifique générée par les muscles SOL
du groupe RDO tend a étre légerement inférieure a celle du groupe RDC. Autant pour
les animaux du groupe RDC que RDO, aucune différence n’est observée au niveau du

pourcentage de force maximale entre les deux groupes. Pour chaque groupe, le
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pourcentage maximal de force dans le muscle SOL semble étre atteint a une fréquence

de 120 Hz.
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Figure 4.8 : Force-fréquence spécifique du muscle SOL

Données présentées en moyennes + erreur-type; (RDC : n=8 ; RDO: n=7);* = p<0,05.
(A) Force spécifique générée par les muscles SOL. (B) Pourcentage de force maximale
entre les deux groupes.

4.2.3 Fatigue musculaire

42.3.1 Pourcentage de diminution de la force initiale lors du protocole de fatigue

La Figure 4.9 démontre le pourcentage de diminution de force entre la premiére et la
derniére contraction du protocole de fatigue. Les animaux du groupe RDC semblent
résister davantage a la fatigue pour le muscle EDL que ceux du groupe RDO (RDC :
89,97+ 0,4 % vs RDO : 91,16 + 0,24 % ; p<0,05). Au niveau du muscle SOL, aucune
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différence entre les deux groupes au niveau de la diminution de force n’a été observée

(RDC : 63,62 £+ 3,70 % vs RDO : 68,07 £+ 3,97 %).

Diminution de la force
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Figure 4.9: Diminution de force

Données présentées en moyennes % erreur-type; EDL (RDC: n=8 ; RDO: n=7), SOL
(RDC: n=7 ; RDO: n=7); * = p<0,05.

4.2.3.2 Courbes de fatigue des muscles Extensor Digitorum Longus et Soleus

L’effet du temps durant le protocole de fatigue illustré a la Figure 4.10 indique que
pour le muscle EDL, les animaux du groupe RDO se fatiguent plus rapidement a partir
de la 45° secondes du protocole de fatigue, générant & ce moment un pourcentage
significativement plus faible de leur force pré-fatigue comparativement & ceux du

groupe RDC.
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Figure 4.10: Courbes de fatigue du muscle EDL et SOL
Données présentées en moyennes + erreur-type; EDL (RDC: n=8 ; RDO: n=7), SOL
(RDC: n=7 ; RDO: n=T7); * = p<0,05.

4.24 Récupération musculaire

4.24.1 Pourcentage de récupération de la force maximale initiale

La Figure 4.11 présente le pourcentage de récupération de la force initiale maximale,
déterminé par le ratio entre la force maximale récupérée et celle obtenue lors de la
premiére contraction du protocole de fatigue. Aucune différence en terme de
pourcentage de récupération n’a été détectée entre les deux groupes pour le muscle
EDL (RDC : 48,96 + 1,13 % vs RDO : 47,39 + 1,08 %) ni pour le SOL (RDC : 77,94
+4,38 % vs RDO : 75,25 £ 1,92%).
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Figure 4.11: Pourcentage de récupération de la force initiale
Données présentées en moyennes * erreur-type; EDL (RDC: n=8 ; RDO: n=7), SOL
(RDC: n=7 ; RDO: n=7).

4.2.4.2 Courbes de récupération du muscle Extensor Digitorum Longus et Soleus

Les courbes de récupération (Figure 4.12) présentent I’évolution au cours du temps du
pourcentage de récupération, en fonction de la force maximale initiale. Pour le muscle
EDL, les animaux du groupe RDO ont récupéré au méme rythme, en termes de % de
force initiale, que les animaux du groupe témoin. Pour ce qui est du muscle SOL, les
muscles du groupe RDO se sont dégénérés a partir de la douziéme minute, créant ainsi
une diminution de la force, tandis que la force générée par les muscles du groupe RDC

reste constante.
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Figure 4.12: Courbes de récupération du muscle EDL et SOL

Données présentées en moyennes + erreur-type; EDL (RDC: n=8 ; RDO: n=7), SOL
(RDC: n=7 ; RDO: n=7); * =p<0,05; § = Effet de groupe et de temps a partir de la 12¢
minute, p<0,05.

4.3 Expressions d’ARNm

L’expression de différents génes a été affectée dans les muscles SOL et EDL. Les
valeurs du Tableau 4.2 indiquent le facteur de multiplication (Fold Change) (RQ) du
groupe RDO versus le groupe témoin RDC. Au niveau du muscle SOL, ACSS2 (géne
codant pour I’ACS) est surexprimé tandis que ACTN3 est sous-exprimé (p< 0,05) alors
que dans le muscle EDL, le transporteur d’acides gras SLC27a4 (géne codant pour
FATP 4) est surexprimé (p< 0,05).



Tableau 4.2: Expression des genes des muscles SOL et EDL
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SOL EDL
GENES | RQ |[Significativitt] GENES | RQ |Significativité
Acaca 0.954 0.761 Acaca 0.962 0.544
ACSS2 1.19 0.039 * ACSS2 1.307 0.04*
ACTN3  0.342 0.030 * ACTN3 1.076 0.848
Cd3é6 1.207 0.389 Cd36 1.920 0.361
Cptlb 3174, 0.019* Cptlb 1.274 0.127
Cpt2 1.43 0.052 Cpt2 1.260 0.125
DGAT1  1.400 0.018* DGATI1 1.178 0.206
Fabp4 1.125 0.528 Fabp4 1.351 0.331
Fasn 1.321 0.366 Fasn 0.737 0.093
Lpl 1.057 0.446 Lpl 1.158 0.274
Pparg 1.301 0.270 Pparg 1.140 0.281
Ppargcla  2.224 0.314 Ppargcla 1.100 0.731
Slc27a4  1.225 0.022 Slc27a4 1.150 0.022 *
Ucp3 1.428 0.616 Ucp3 1.874 0.329
a. Les données sont présentées en Fold Change (RQ) comparativement au
groupe contréle.
b. (RDC: n=4; RDO: n=3). * = p<0,05

4.4 Imagerie par spectrométrie de masse MALDI

Les analyses du contenu en TG du muscle Sol (Tableau 4.3) démontrent une

accumulation intramusculaire supérieure chez les animaux du groupe RDO. La valeur

du Fold Change indique par quelle proportion la quantité de TG est multipliée en

moyenne de 4,52 pour I’ensemble des TG, variant ainsi entre 1,3 fois (non significatif)

pour les TG mono-oléique (TG 46 :1) a 8,2 fois (p<0,00001) pour les TG di-linoléique

(TG 56 :5).




Tableau 4.3: Contenu en triglycérides du muscle SOL

TG m/z Ci:ie Significativité
(46:2) 197 24 p=001165#
@46:1) 799 13 p=0.48066
(48:3) 823 24  p=0.02027*
(48:2) 825 33 p=0.02682*
@s8:1) 827 47 p=0.00656#
(50:4) 849 27 p=001258 *
(50:3) 851 23 p=025623
(50:2) 853 55 p=002157*
(50:1) 855 64 p=00043%
(52:5) 875 27 p=002354*
(52:4) 877 48 p=0.04007 *
(523) 879 58 p=001618*
(522) 88l 62 p=001458
(54:6) 901 36 p=000104#
(54:5) 903 58 p=001149*
(54:4) 905 74 p=001849 *
(543) 907 68 p=001699 *
(56:5) 931 82 p=0.00001#
(56:4) 933 36 p=0.00054#

a. Les données sont calculées a partir de la
moyenne des spectres captés (RDC: n=5;

RDO : n=4).

b. * = p<0,05 ; # = p<0,01
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CHAPITRE V
DISCUSSION

5.1 Données métaboliques

Le type de diete utilisée pour ce projet est riche en gras saturés et mono-insaturés, avec
comme source principale de lipides du lard et de I’huile de soya. Cette diéte permet
d’induire une augmentation de 15% du poids chez les rats aprés une consommation
continue de 120 jours (Buettner et al., 2007). Cependant, dans d’autres modéles d’exces
calorique induit par la diéte, I’obésité est associé a une diminution de la captation du
glucose par le muscle squelettique aprés aussi peu que 14 jours (Song et al., 2001,
Youngren et al., 2001), justifiant ainsi la durée du traitement de ce présent projet afin

d’étudier I’étiologie de I’accumulation lipidique.

Des les premiers jours, la réduction rapide du RER chez les rats du groupe RDO
démontre une capacité d’utilisation rapide du métabolisme des lipides comme
principale source d’énergie et cette oxydation prédominante des lipides se maintient
tout au long du traitement. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par d’autres

groupes (So et al., 2011, Trajcevski et al., 2013).

Durant les 14 jours de traitement, les changements de poids des rats ayant subi les deux
diétes ont été similaires. Ces résultats sont consistants avec ceux obtenus chez des rats
Wistar soumis a une diéte obésogéne (de composition similaire a celle utilisée dans le
cadre de ce projet). En effet, chez ces animaux, aucune différence en gain de poids n’a

pu étre détectée avant la quatriéme semaine de diéte (So et al., 2011). Il est intéressant
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de noter que les rats soumis au traitement RDO n’ont pas subi un gain de masse
corporelle supérieur, et ce, en dépit du fait qu’ils aient eu des apports énergétiques
moyens significativement plus élevés que les RDC. Ces résultats pourraient étre
expliqués par la différence dans la capacité de 1’organisme a absorber certains
nutriments de nature déterminée. Effectivement, plusieurs méthodes d’approximation
de TI'apport énergétique ne prennent pas systématiquement en considération la
différence entre les diverses sources de glucides et de lipides consommeées ni les pertes
d’énergie obtenues lors de la digestion des différents nutriments. Dans le but d’obtenir
une valeur de la consommation d’énergie plus précise, nous aurions pu déterminer, au
moyen d’une bombe calorimétrique, les différences entre la valeur énergétique
contenue dans l'alimentation et celle contenue dans les matiéres fécales, tel que réalisé
par certains groupes (Papakonstantinou et al., 2003). De plus, il serait également
pertinent de mesurer les modifications au niveau de la composition corporelle chez les

animaux afin d’évaluer 1’influence d’une diéte obésogéne sur le gain d’adiposité.

Compte tenu de la similarité des poids des animaux entre les deux traitements, nous
pouvons penser qu’une plus grande quantité d’énergie est requise pour absorber les
nutriments présents dans la di¢te RDO ou méme encore qu’une plus grande quantité
d’énergie est perdue, sous forme de chaleur, par I’urine et les matiéres fécales chez les
rats RDO. La diéte obésogeéne pourrait ainsi altérer le microbiote intestinale et modifier
Iefficacité d’extraction de 1’énergie des aliments, tel que proposé par un autre groupe
(So et al., 2011), réduisant ainsi le potentiel d’énergie assimilable par les cellules chez
les animaux RDO. La diéte riche en matiére grasse utilisée aurait donc une efficacité
énergétique (ratio entre le gain de poids/ Kcal consommés) moindre considérant que
les rats RDO ont consommé une quantité significativement supérieure de Kcal alors
que leur gain de poids est demeuré semblable a celui des RDC. Cette évolution
constante du gain de poids entre les deux traitements en dépit d’un surplus calorique

chez les animaux soumis a une diéte obésogéne concorde également avec les
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observations d’un groupe ayant soumis des rats a une di¢te riche en lipides (Ferramosca

et al., 2014).

Lors de leurs prises alimentaires, les animaux sur une diéte conventionnelle ont
également consommés en moyenne par jour une quantité supérieure de nourriture
comparativement a ceux qui étaient soumis a une dic¢te obésogeéne. Ce comportement
alimentaire, visant a diminuer la taille des repas, a déja été observée chez des rats
soumis & une diete riche en lipides avec un contenu énergétique tres élevé (Ferramosca
et al., 2014). Cet ajustement par les animaux de la taille des prises alimentaires, dans
le but d’ingérer une quantité calorique digestible trés similaire a celle des rats sur diéte
conventionnelle, a également été observé chez des rats sur une période de 8 semaines

de di¢tes obésogene (So et al., 2011).

La différence au niveau de la consommation énergétique pourrait également étre
expliquée dans un premier temps par la palatabilité des deux diétes. Effectivement,
alors que la diéte conventionnelle était sous forme de grains condensés, celle offerte
aux animaux RDO était sous forme purifiée. La palatabilité de la nourriture jouerait un
role clé sur les comportements alimentaires, notamment en stimulant 1’appétit, en
repoussant la satiété et en engendrant une surconsommation énergétique (Johnson and
Wardle, 2014). Il ne faut également pas exclure la possibilité que les rats n’aiment tout
simplement pas la di¢te obésogene, qui fut confectionnée en laboratoire, les menant
ainsi 3 tout simplement réduire leur prise alimentaire. Somme toute, des valeurs
davantage précises de 1’énergie consommeée et de I’énergie utilisée permettraient
d’évaluer Pénergie réellement absorbée par les animaux et ainsi déterminer avec

précision I’efficacité énergétique des diétes sur le gain de poids.

De plus, au niveau du déplacement volontaire des animaux durant la période nocturne,

les RDO semblent étre davantage actifs que les RDC au cours de la premiére semaine
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de diéte pour ensuite adopter un comportement qui tend vers la sédentarité. Ainsi, les
dépenses énergétiques liées a I’activité physique seraient plus élevées lors de la
premiére semaine chez les rats RDO pour ensuite chuter au cours de la deuxi¢éme
semaine. Aprés 8 semaines de diéte, une différence significative dans I’activité
physique volontaire des rats a déja été observée (So et al., 2011). Il serait donc possible
de croire que cette réduction de I’activité physique s’instaure des la fin de la premiére
semaine pour poursuivre négativement sa progression au fil du temps, causant ainsi
une diminution de la dépense énergétique et une augmentation du poids des animaux.
Il est important de prendre en considération que le déplacement des animaux est la
seule forme d’activité physique accessible a ces derniers lorsqu’ils sont en cages
métaboliques. De ce fait, en regardant le déplacement ambulatoire des animaux durant
la deuxiéme semaine, il est possible de spéculer que les rats du groupe RDC ont eu
davantage de stimulations musculaires, voire méme un possible effet d’entrainement,
versus ceux du groupe RDO. Cette différence au niveau des déplacements, et donc de
Iactivité physique volontaire, aurait ainsi pu mener a un meilleur développement des

capacités musculaires chez les animaux RDC.

5.2 Performance musculaire

Au niveau de la force-fréquence absolue, les fréquences de 50 Hz et moins sont
significativement moins élevées pour le muscle glycolytique EDL du groupe RDO
tandis qu’a plus hautes fréquences, de 100 Hz a 150 Hz, aucune différence n’est
détectée. Ces bases fréquences (50 Hz et moins) correspondent & des stimulations
physiologiques de par leurs fusions tétaniques incomplétes, c’est-a-dire des
contractions ou la fréquence de stimulation ne permet pas d’atteindre une fusion
compléte, ou encore une sommation des secousses sous la forme d’un plateau,

communément appelé tétanos (MacIntosh and Willis, 2000).
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De plus, la force absolue ne tient pas compte des données anthropométriques des rats
et ne démontre que la force brute générée par le muscle. Ainsi, lorsque nous avons
normalisé ces forces en fonction de l’aire transversale, mesurée avec longueur
optimale, le poids et la densité moyenne du muscle, nous avons observé une réduction
de la force musculaire générée. Cette méthode de normalisation de la force en fonction
de Daire transversale du muscle est largement reconnue dans la littérature (Moorwood

et al., 2013, Hakim et al., 2011, Chan and Head, 2010).

Les courbes de force-fréquence nous indiquent que dans le muscle SOL, qui est
majoritairement oxydatif, la force maximale est atteinte & une fréquence se rapprochant
de 120 Hz, expliquant ainsi la diminution de la force générée lors des stimulations
supra-maximales de 150 Hz. De ce fait, le protocole de fatigue et de récupération a
donc été réalisé a des fréquences de stimulation supra-maximales pour ce muscle,
influengant possiblement sa capacité de résistance a la fatigue ainsi que sa capacité a
récupérer. Certains groupes ont plutét utilisé précédemment des fréquences de
contraction de 90 et 110 Hz (Fitts and Holloszy, 1977, Elder and Vassallo, 1986) pour
leurs protocoles de fatigue sur le muscle SOL, concordant davantage avec des
fréquences de stimulation permettant un tetanos complet. Il serait donc pertinent pour
le futur de diminuer la fréquence de stimulation lors du protocole de fatigue et de
récupération du muscle SOL a une fréquence de 100 Hz. Ainsi, il est possible de penser
qu’avec cette diminution de la fréquence, les muscles se préserveront davantage tout

au long des stimulations.

Au cours du protocole de récupération, des analyses a4 mesures répétées ont permis de
détecter un effet de temps et de groupe, avec une différence significative a partir de la
douzi¢me minute de récupération. En effet, a partir de ce moment, nous pouvons

observer que la force générée par le groupe RDC reste constante tandis que celle du
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groupe RDO diminue progressivement, suggérant une altération des propriétés
contractiles aprés plusieurs contractions supra-maximales de 150 Hz. Les muscles SOL
du groupe RDC résistent donc davantage 3 des contractions supra-maximales
comparativement a ceux du groupe RDO, qui sembleraient plutdt se détériorer

progressivement au fil du temps.

Pour ce qui est du muscle EDL, les courbes de force-fréquences indiquent qu’en termes
de pourcentage de force maximale, les animaux du groupe RDO ne sont pas en mesure
de générer autant de force que ceux du groupe RDC lors de stimulations de 50 Hz et
moins. L’une des premiéres explications est que la perte de force par unité d’aire
transversale des muscles du groupe RDO serait causée par une augmentation intra-
myocytaire de tissus non-contractiles. D’un point de vue fonctionnel, un excés de tissus
adipeux intramusculaire chez des sujets obéses est également associé a une diminution
de la force et de la puissance des muscles des membres inférieurs (Hilton et al., 2008).
Cette présence de tissus non-contractiles, possiblement composés en grande majorité
de dérivés lipidiques, influenceraient probablement a leur tour les liaisons entre les
filaments d’actine et de myosine ou encore le couplage excitation-contraction, tel que

déja proposé (Chan and Head, 2010).

D’autre part, une alimentation chronique riche en lipides chez des souris induirait &
long terme une atrophie des fibres musculaires ainsi qu’une réduction du nombre de
cellules satellites dans les muscles squelettiques (Lee et al., 2015). Sachant que ces
cellules satellites pluripotentes ont la capacité de se différencier en adipocytes (Starkey
et al., 2011), on pourrait supposer qu’une di¢te obésogéne engendrerait ainsi le
processus de différenciation adipocytaire dans le muscle squelettique. D’autres
chercheurs ont méme observé une altération de la synthése de protéines dans le tibialis

antérieur, un muscle principalement glycolytique, alors qu’aucun changement n’ait été
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détecté dans le muscle oxydatif SOL (Masgrau et al., 2012). Cette détérioration de la
synthése protéique et I’atrophie musculaire pourraient ainsi possiblement étre en partie

responsable de la réduction de la force musculaire.

A notre connaissance, nous sommes les premiers i observer une diminution de
I’expression génique de I’ACTN3 au niveau du SOL suite 4 une consommation de 14
jours d’une diéte riche en matiére grasse chez de jeunes rats. Une réduction de la force
musculaire, une diminution de la taille des fibres musculaires glycolytiques et une
altération des propriétés ont déja été observés par un autre groupe chez des souris
déficientes en ACTN3 (MacArthur et al., 2008), suggérant ainsi une modification des
propriétés contractiles des fibres glycolytiques vers des propriétés de fibres oxydatives
(Berman and North, 2010). Bien que le muscle SOL soit majoritairement oxydatif, des
fibres a contractions rapides s’y retrouvent malgré tout en trés faible proportion,
Sachant que la protéine ACTN3 est exprimée au niveau des fibres de type Ila mais pas
au niveau des fibres de type I dans le SOL (Ichinoseki-Sekine et al., 2012), nos résultats
suggérent que la consommation d’une dicte obésogéne permet rapidement une
diminution de ’expression de ces génes dans un processus de remodelage du peu de
fibres Ila présentes dans le muscle SOL vers des fibres de type I. Il serait donc pertinent
d’aller regarder, en Western Blot, si la consommation d’une diéte obésogéne affecte
I’expression en protéines de I’ACTN3, causant ainsi possiblement une réduction de la

force musculaire.

D’autres part, il a également déja été observé chez des souris C57 BLK/6J adultes
soumises a une dié¢te dont 45% des calories provenaient de lipides qu’aprés seulement
3 jours, ’expression de génes associées a des fibres de type oxydatives dans des
muscles principalement glycolytiques était plus élevé, suggérant ainsi un remodelage

trés rapide des fibres musculaires (de Wilde et al., 2008). Ce mécanisme
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compensatoire, permettant de contrer une accumulation rapide de lipides, semblerait
atteindre un point de rupture et s’estomper au fils du temps. Ainsi, aprés 1 an de diéte
obésogene, le remodelage des fibres musculaires s’orienterait plut6t vers un phénotype
« hybride » de type IIA (Denies et al., 2014). Similairement, chez les humains obéses,
un nombre inférieur de fibres de type oxydatives et supérieur de fibres de type

glycolytiques est rapporté (Tanner et al., 2002).

Ce mécanisme pourrait ainsi affecter la force générée par le muscle en remodelant les
fibres glycolytiques, qui sont reconnues pour étre puissantes, vers un phénotype
davantage oxydatif lors des premi€res semaines de consommation d’une diéte
obésogene. 1l est ainsi possible de croire que ce mécanisme de remodelage permettrait
une meilleure oxydation des lipides dans les muscles squelettiques en augmentant la

proportion de fibres de type I, vu leur contenue riche en mitochondries.

Des analyses plus approfondies de phénotypage des fibres musculaires par coupes
histologiques permettrait de déterminer si un remodelage des fibres musculaires vers
un phénotype oxydatif s’est produit suite aux 14 jours de traitement obésogéne. De
plus, une analyse de la surface moyenne des fibres musculaires permettrait d’indiquer
s’il y a un début d’atrophie musculaire chez les animaux RDO, donnant ainsi des
indices supplémentaires sur les premiers mécanismes affectant la force générée par les

muscles.

5.3 Accumulation lipidique intramusculaire

La méthode d’identification des TGs par imagerie par spectrométrie - MALDI nous

permet de caractériser et localiser les différents TGs dans les tissus musculaires.
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Nos analyses, effectuées uniquement sur le muscle SOL, démontrent une accumulation
accrue de TGs intramusculaires dans les muscles oxydatifs du groupe RDO. I est ainsi
possible de spéculer que I’'un des premiers mécanismes de compensation suite a une
consommation excessive de lipides serait d’augmenter le transport et le stockage des
acides gras et des TGs vers ces muscles oxydatifs. Tel qu’observé par d’autres groupes
chez des souris soumis 4 une di¢te obésogéne sur une période de 8 semaines (Liu et al.,
2007), nos résultats indiquent que le géne DGAT-1, codant pour une enzyme essentielle
3 la synthése des TGs dans le muscle, est surexprimé. Ce premier mécanisme
compensatoire favoriserait ainsi ’accumulation de TGs dans le muscle squelettique,
permettant d’utiliser ces derniers comme principal substrat énergétique. En effet, les
muscles oxydatifs contiennent une quantité supérieure de mitochondries et donc une
grande capacité d’oxydation des acides gras comparativement aux muscles

glycolytiques qui sont composés de peu de mitochondries.

Le muscle SOL, qui a naturellement un contenu en TG supérieur aux muscles
glycolytique, serait ainsi en mesure de compenser cette accumulation de lipides en
utilisant principalement ces derniers comme principal substrat énergétique, comme
précédemment observé par d’autres groupes ayant soumis des rats a une diéte riche en
lipides de 16 et 24 semaines (Masgrau et al., 2012). De plus, en soumettant des rats a
une diéte riche en matiére grasse pendant trois semaines, on observe une accumulation
significative de TG tout en induisant une résistance & ’insuline dans le muscle
squelettique (Kraegen et al., 1991). Cet effet est probablement causé par une résistance
a I’insuline, diminuant ainsi de 1’absorption du glucose sanguin (Wilkes et al., 1998),
en plus d’augmenter 1’activité enzymatique de I’ACS et le contenu de LC-CoA dans le
muscle gastrocnémien rouge (Ellis et al., 2000). Nos résultats d’analyse génique vont
dans le méme sens et indiquent également une surexpression de 1’ACS, enzyme
essentielle a4 la formation de LC-CoAd par [’estérification des AGLs. Dans des

conditions obésogenes, cette augmentation de LC-CoA est quant a elle ultimement
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X

associé a une augmentation des intermédiaires lipidiques, tels que les DAG et
céramides, fortement impliqués dans la pathogénése de la résistance a [’insuline dans

le muscle squelettique (Kewalramani et al., 2010).

D’autre part, durant une période de 8 semaines, les niveaux de triglycérides
plasmatiques des rats consommant une diete riche en lipides atteignent des valeurs
maximales vers la fin de la premiére semaine pour ensuite diminuer progressivement
au fils du temps, tout en restant largement supérieures aux valeurs contrble (Ferramosca
et al., 2014). D’autre part, la capacité des tissus ectopiques a accumuler une quantité
significative de TGs suite a une diéte riche en maticre grasse pendant une période de
deux semaines a déja été observée au niveau hépatique. Il est ainsi possible de croire
que l’accumulation excessive de TG par les tissus ectopiques se produise trés
rapidement afin de contrebalancer avec cette hausse soudaine des niveaux de TG

plasmatiques.

Bien que I’analyse par imagerie MALDI effectuée nous ait permis d’obtenir une
caractérisation des TGs intramusculaires, nous ne savons pas ce qu’il advient des
niveaux d’AGL, des DAG, des céramides ou d’autres formes d’espéces lipidiques
ayant des effet néfastes sur le métabolisme. Ces dérivés lipidiques pourraient ainsi
avoir une influence négative sur les propriétés contractiles du muscle, y augmentant
ainsi la lipotoxicité et en agissant par exemple sur la voie de signalisation du récepteur
a I’insuline et sur le transport du glucose. Une meilleure caractérisation de ces espéces
lipidiques dans le muscle permettrait de mieux comprendre si ces derniers peuvent
intervenir dans I’altération de la synthése protéique des muscles squelettiques, affectant
par le fait méme les propriétés contractiles. Une fragmentation des triglycérides
permettrait également de mieux distinguer les combinaisons d’acides gras qui les

composent.
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5.4 Transport, oxydation et métabolisme des acides gras

Au niveau du muscle glycolytique EDL, nous observons que le géne codant pour la
protéine découplante UCP3 tend 3 étre surexprimé. L’expression de cette protéine
causerait une augmentation de la thermogénese dans le muscle squelettique en utilisant
les acides gras et le glucose comme principaux substrats. Une augmentation des
protéines UCP3 dans le muscle squelettique a déja été observée chez des modéles
animaux (Chou et al., 2001), ainsi qu’au niveau des muscles contenant de nombreuses
fibres de type Ila chez des humains sains (Schrauwen et al., 2001). Cependant, chez
des rats soumis a une di¢te obésogéne de 4 semaines, la surexpression du géne UCP3
ne semblait pas influencer significativement I’homéostasie énergétique (Chou et al.,
2001), suggérant ainsi I’implication significative d’autres mécanismes de contrdle.
D’autre part, il a été démontré, autant in vitro que in vivo, que la surexpression d’UCP3
est également un mécanisme compensatoire protecteur de 1’organisme afin de contrer
’augmentation accrue de radicaux libres suite a la consommation d’une dicte
obésogene en diminuant la production ROS (Nabben et al., 2008, Schrauwen et al.,
2010, Steinbacher and Eckl, 2015).

Par ailleurs, certains génes codant pour le transport des acides gras et pour leur
oxydation ont été surexprimés dans les muscles squelettiques SOL et EDL, suggérant
ainsi qu’une consommation excessive de lipides permettrait d’augmenter 1’ expression
des transporteurs d’acides gras tels que FATP4 et FAT/CD36 des muscles
squelettiques. Il est intéressant également de noter que méme les geénes codant pour les
transporteurs d’acides gras au niveau des membranes mitochondriales, CPT I et I, sont

surexprimés. Il est possible que cette augmentation de transporteurs d’acides gras
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favorise ’oxydation d’especes lipidiques via leur transport vers les nombreuses

mitochondries des fibres de type oxydatif.

Cette augmentation significative de TGs intramusculaires est également retrouvée chez
des hommes sains soumis a des diétes hypercaloriques de 3 jours. De plus, I’expression
des geénes de FAT/CD36 et FABP de la membrane plasmique est surexprimée de 74%
et 76% respectivement (Jordy et al., 2014). Toutefois, considérant la courte durée du
traitement, ’augmentation de I’expression d’ARNm ne se traduit pas vers une
augmentation significative des niveaux de dérivés lipidiques tels que les LC-CoA, DAG

et céramides.

Il est cependant important de noter que nos résultats n’indiquent que les niveaux
d’expressions d’ARNm en RT-gPCR. Ces niveaux ne représentent pas directement
I’expression en protéine. De futures analyses en western blot nous permettraient de
confirmer si cette surexpression des génes se traduit bel et bien par une augmentation

du niveau de protéines.

Plusieurs groupes proposent également que de soumettre des rats sains a une diéte
obésogene ménerait tout d’abord a une augmentation de la biogénése mitochondriale,
de I’oxydation des acides gras et de la proportion de fibres de type I dans le muscle

squelettique (de Wilde et al., 2008, Matsakas and Patel, 2009).

Cependant, ces mécanismes d’adaptation sembleraient étre présents uniquement dans
les débuts du développement de 1’obésité puisqu’a long terme, certains groupes ayant

soumis des rats a une diéte obésogéne de 16 et 10 semaines respectivement ont observé
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que l'accumulation continue de lipides dans le muscle ménerait plutét a4 une
augmentation de la lipotoxicité et, ultimement, & une dysfonction des capacités
mitochondriales, autant dans les muscles glycolytiques (Masgrau et al., 2012)
qu’oxydatifs (Kaneko et al., 2011).

De ces faits, ’augmentation de la concentration de lipides intramusculaires, telle que
nous I’avons précédemment observée avec les TG dans le muscle SOL, améliorerait
les capacités oxydatives des muscles squelettiques et ménerait vers une surexpression
des génes codants pour les transporteurs d’acides gras afin de permettre une meilleure
captation et oxydation de ce substrat, ce qui est également proposé par certains (Turner
et al., 2007). Il est intéressant de noter que cette augmentation des capacités oxydatives
suivie d’une surexpression des transporteurs d’acides gras peut également étre
retrouvée en réponse a une activité physique alors que les muscles glycolytiques EDL
et tibialis antérieur développaient une meilleure capacité de captation des acides gras

ainsi qu’une surexpression du géne FAT/CD36 (Bonen et al., 1999).

De maniere spéculative, I’augmentation de I’oxydation des acides gras par les
mitochondries suite 2 une courte période de consommation de diéte obésogene
causerait en premier lieu une augmentation du nombre de mitochondries dans le muscle
ainsi qu'une amélioration de leurs fonctions, tel qu’également observé aprés une diéte
riche en lipides de 5 semaines (Hancock et al., 2008). Cependant, au fil du temps, une
augmentation progressive du stress oxydatif et des anions superoxydes s’installeraient
dans les cellules musculaires. Ce serait alors cette augmentation du stress oxydatif, tel
que proposé par d’autres (Anderson et al., 2009), qui causerait ultimement une

diminution de la sensibilit¢ & I’insuline ainsi qu’une détérioration des fonctions

mitochondriales (Houstis et al., 2006).
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Suite 4 une consommation prolongée d’une diéte riche en lipide, il serait ainsi possible
que la surabondance des lipides engendre une captation excessive de ce substrat par la
cellule, causant ainsi un débalancement dans I’homéostasie réduction/oxydation
(Redox state) par I’apparition de dérivés lipidiques et de ROS. Au niveau du muscle
squelettique, [’augmentation du stress oxydatif et, notamment des ROS, influencerait
négativement la production de force (Powers et al., 2011), possiblement en altérant la
structure et les fonctions des myofilaments, net plus particuliérement en oxydant les

chaines lourdes de myosine (Yamada et al., 2006).



CHAPITRE VI
SOMMAIRE ET CONCLUSION

Par ce projet de recherche, nous voulions mieux comprendre les mécanismes précoces
influengant 1’accumulation lipidique excessive dans le muscle squelettique et en
évaluer les effets sur les fonctions musculaires chez des jeunes rats. En soumettant des
rats a une diéte obésogene de deux semaines, aucune différence en gain de poids a pu
étre détectée alors qu’une augmentation de I’apport énergétique quotidien et une
réduction de la masse de nourriture consommée ont ét¢ observées Cette réduction de
la taille des repas semblait donc compenser pour la teneur hypercalorique de la diéte
au cours des premiers jours. D’autres parts, le comportement des rats en cage
métabolique s’est modifié au fil du temps, ou les animaux sur une diéte riche en gras
semblaient diminuer leur locomotion afin d’adopter un mode de vie davantage

sédentaire vers la fin des 14 jours.

Au niveau de I’analyse des fonctions musculaires, nous avons été en mesure d’observer
avec notre modele les répercussions de la consommation d’une di¢te obésogéne sur les
propriétés contractiles. De ce fait, malgré une accumulation excessive de triglycérides
dans les muscles squelettiques SOL, principalement oxydatifs, ni la force de
contractilité maximale, ni la résistance i la fatigue n’a été altérée. Cependant, la
capacité de récupération du muscle suite 3 des fréquences supra-maximales a été
négativement influencée chez les animaux consommant une di¢te obésogene. En ce qui
concerne le muscle glycolytique EDL, bien que nous n’ayons pas le profil des

triglycérides intramusculaires, la capacité a résister a la fatigue musculaire s’est

trouvée négativement affectée par la consommation d’une diéte obésogeéne, tout
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comme la production de force pour chaque fréquence de stimulation. Plusieurs
éléments semblent pouvoir affecter la production de force dans le muscle squelettique,
tel qu’une altération de la synthése protéique, une augmentation de la différenciation
des cellules satellites pluripotentes en adipocytes ou encore une augmentation de la

production de radicaux libres.

Actuellement, nous possédons uniquement le profilage des TGs dans le muscle SOL et
des analyses supplémentaires du profilage lipidique complet des muscles EDL et SOL
nous permettraient d’obtenir la composition exacte des especes lipidiques
intramusculaires. Nous pouvons ainsi penser que certains de ces dérivés lipidiques, tels
les DAG et les céramides, ont des répercussions davantage néfastes sur les fonctions
musculaires, notamment en augmentant le stress oxydatif et en promouvant la
résistance & I’insuline en affectant possiblement la voie de signalisation PI3K. Une
éventuelle analyse de la voie de signalisation du récepteur a I’insuline sera

éventuellement nécessaire afin de confirmer ces effets.

Nos résultats d’analyses d’expressions géniques ne sont que préliminaires en raison
d’un petit échantillonnage et I’objectif second de ce mémoire en était ainsi. Une diéte
obésogene de deux semaines semblerait toutefois induire une surexpression des génes
impliqués dans le transport des acides gras tels que les FATP, FAT/CD36 et CPT I et
II ainsi qu’une surexpression de I’enzyme ACS, responsable de I’estérification des
AGLs. Une diminution du géne ACTN3 dans les fibres musculaires glycolytiques
semble également résulter d’un excés de lipides alimentaires. Bien que cela aille au-
dela des objectifs visés par ce mémoire, une augmentation de notre échantillon

permettrait de valider statistiquement nos observations.
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L’augmentation des transporteurs d’acides gras permettrait ainsi une meilleure
oxydation des lipides par les mitochondries situées dans les muscles squelettiques.
Selon nous, cette augmentation de I’oxydation des lipides pourrait vraissmblablement
induire une augmentation accrue du stress oxydatif dans les cellules musculaires,
menant ultimement a4 un point de rupture de I’homéostasie métabolique. Des
observations précédentes indiquent que 3 a 8 semaines de diéte obésogene seraient en
mesure de permettre I’atteinte de ce point de rupture. Dans notre mod¢le de jeunes rats,
ce point de rupture semblerait donc se situer & environ 2 semaines de diéte. Le stress
oxydatif et la production accrue de ROS altérent ainsi la production de force en
déséquilibrant I’équilibre d’oxydoréduction présente dans I’organisme. Une analyse
ultérieure des fonctions mitochondriales sur des fibres perméabilisées permettrait
d’évaluer les capacités des différents complexes de la chaine de transport d’électron et
voir leur réponse face a I’ajout de différents substrats en plus de mesurer différents
marqueurs du stress oxydatif. De plus, il serait éventuellement intéressant de mesurer
la variation des niveaux d’antioxydants, tel que le glutathion qui joue un réle majeur
de protection contre les radicaux libres, chez les animaux soumis a une diéte obésogene
afin d’identifier des mécanismes précoces permettant de combattre I’augmentation du

stress oxydatif au niveau des cellules musculaires.

Notre modéle de recherche, actuellement unique en son genre, nous permet ainsi
d’observer qu’en soumettant des jeunes rats & une diéte riche en lipides, les fonctions
musculaires et propriétés contractiles des muscles semblent négativement affectées et
ce, majoritairement au niveau des muscles glycolytiques. De ce fait, plusieurs groupes
proposent un remodelage rapide des fibres musculaires vers un phénotype davantage
oxydatif lors d’un apport excessif en lipides, ce qui pourrait expliquer 1’altération des
fonctions musculaires des muscles EDL. Cependant, des analyses en
immunohistochimie permettraient d’identifier si deux semaines ont suffi pour créer un

remodelage des fibres musculaires chez de jeunes rats. Nous pensons que dans ce
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contexte de croissance, ou les rats sont dans une période pré-pubére au début de la

diéte, que le remodelage des fibres pourrait possiblement se produire trés rapidement.

L’obésité est I’un des principaux facteurs de risque associé aux diverses maladies
métaboliques et il est primordial de bien comprendre les mécanismes pouvant
influencer 1’étiologie de I’accumulation lipidique dans les tissus ectopiques, souvent
associés a la lipotoxicité. La présente recherche chez de jeunes rats en développement
nous a permis de constater que la réponse métabolique engendrée par une
consommation de 14 jours d’une diéte riche en lipides permettait d’induire des effets
néfastes sur les fonctions musculaires en diminuant la force maximale générée par les
muscles EDL et SOL. Nous pensons que cette altération des propriétés contractiles
persistera et s’aggravera au fils du temps si aucune modification n’est apportée a la
diéte ou bien aux habitudes de vie. Cette réduction de la force musculaire risquera ainsi
d’engendrer de nombreuses complications chez les sujets et ce, autant & court terme
qu’a long terme. Les plus récentes statistiques démontrent une proportion croissante
d’obésité chez les enfants et nos résultats indiquent qu’une alimentation riche en lipides
aura des répercussions négatives sur le métabolisme, sur la sédentarité et sur les
fonctions musculaires. Or, nos résultats suggérent que la consommation d’une diéte
riche en lipides pendant deux semaines pourrait induire une réduction de la force
musculaire. D’un point de vue clinique, ces effets néfastes sur les capacités musculaires
pourraient se traduire par une augmentation de la prévalence du syndrome métabolique,
une diminution de la sensibilité a I’insuline et des capacités athlétiques ainsi qu’une

altération de la densité osseuse a I’4ge adulte chez les sujets.

Nous constatons également que certaines espéces lipidiques seraient davantage
accumulées dans les tissus ectopiques tandis que d’autres sembleraient étre plus

rapidement oxydées. Ces résultats suggérent que le gain énergétique suite a une diéte
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obésogeéne dépendrait fortement de la composition lipidique de celle-ci. L’utilisation
des analyses en lipidomique permettrait ainsi de développer des diétes spécifiques
aidant a prévenir les dysfonctions métaboliques. Ainsi, cette meilleure compréhension
de Putilisation des substrats énergétiques et leur stockage au niveau musculaire
permettrait également de suggérer certaines pistes thérapeutiques pour contrer le

développement des maladies métaboliques.




ANNEXES

Annexe A : composition de la di¢te conventionnelle

: i A3 i
. 5078

CHARLES RIVER 1B8% AUTOCLAVIBLE RODENT CHOW
CHEMICAL i 2
COMPOSITION®
NUTRIENTS#*#*
GENERAL CONSTITUENTS HMINERALS
crude Protein, % 18.1 Calcium, % 0.97
Crude Fat, % L 4.5 Phosphorus, % 0.85
Crude Fibre, % 3.4 Potassium, % A 0.67
Ash, % H 6.7 Magnesium, % 0.17
Nitrogen Free Extract (by difference), % 57.3 Sodium, % 0.30

Chloride, % . 0.54
CHEMICAL CONSTITUENTS : Fluorine (max.), mg/kg 35.00
Neutral Detergent Fibre (NDF), % “+14.1 Iron, mg/kg 170.00
Acid Detergent Fibre (ADF), % 4.6 Zinc, mg/kg 70.00

' Manganese, mg/kg 87.00
Copper, mg/kg 12.00
- Cobalt, mg/kg 0,34
ENERGY Iodine, mg/kg 0.50
Total Digestible Nutrients (TDN), % 75.0 Selenium, mg/kg 0.20
Gross Energy (GE), kcal/g 2 4.1 .
Physiological Fuel Value***(PFV), kcal/g 3.4
; AMINO ACIDS VITAMINS
Arginine, % ° - 0.99 Menadione {added), mg/kg 8.8
Cysteine, % i 0.46 Thiamin, mg/kg 80.0
. Glyclne, % 0.83 Riboflavin, mg/kg 7.0

Histidine, % . < 0.40 Niacin, mg/kg 98.0
Isoleucine,- %’ . 0.70 Pantothenic Acid, mg/kg 30.0
reucine, % 1.28 Choline, mg/g 1.6
Lysine, % 1.06 Folic Acid, mg/kg 8.0
Msthionine, % o 0.39 Pyridoxine, mg/kg - 9.0
Phenylalanine, %’ . 0.82 Biotin, meg/kg i 350
Tyrosine, % 4 0.51° Vitamin B;,, mog/kg 26
Threonine, % . ' 0.63 Vvitamin A, XU/ 41
Tryptophan, % a 0.22 Vitamin D,, IU/g 2.2

Valine, % 0.83 vVitamin E, IU/kg 90



Annexe B : composition de la diéte obésogene

D12492
__9m% | kcal%
Protein 26 20
Carbohydrare 26 20
Fat 35 60
Total 100
kcal/gm 5.24
gm keal
Cascin, 30 Mesh 200 800
L-Cystine 3 12
Com Saarch 0 (1)
Maltodextrin 10 125 500
Suctose 68.8 275
Cellulose, BW200 50 0
Saybean Oil 25 225
lard 245 2205
Mincral Mix §10026 10 V]
DiCalcium Phosphate 13 0
Cakium Carbonate $.5 ]
Porassium Cireare, 1 H20 16.5 0
Vitamin Mix V10001 10 40
Choline Bitartrate 2 0
FD&C Red Dye #40
FD&C Bluc Dye #1 0.05 0
T e |

“Typical analysis of cholesterol in
laed = 72 mg per 100 gram.
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