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Ach Acétylcholine
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LBGI : Low Blood Glucose Index

LF : Bande basse fréquence

LF/HF : Rapport des variations

LF-FC : Pics de basses fréquences des variations de fréquence cardiaque
LF-PAS : Pics de hautes fréquences des variations de la pression arterielle
LI : Lability Index

LVET : Left Ventricular Ejection Time

LVWI : Left Ventricular Work Indexed
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Premiere partie

1 Introduction

Malgré une diminution réguli¢re observée depuis 30 ans, la mortalité cardio-vasculaire reste
dans les pays industrialisés une des premieres causes de mortalité. Ainsi en 2003, 32% des
déces enregistrés en France étaient liés a une pathologie cardio-vasculaire [7]. Elle est due a
I’exposition de plus en plus fréquente a I’obésité, au tabac, au diabéte ou aux stades
prédiabétiques comme I’intolérance au glucose, a I’hypertension artérielle (HTA) ou a la
dyslipidémie qui s’inteégrent dans le syndrome métabolique.

Actuellement, explorer la rigidité artérielle, I’endothélium vasculaire, la microcirculation et la
balance vago-sympathique cardiaque permet d’intégrer la durée et le degré d’exposition aux

facteurs de risque et d’estimer le pronostic cardiovasculaire.

L’objectif de cette these était d'étudier ces anomalies d’organes cibles dans un continuum de
pathologies métaboliques (chez des sujets sans facteur de risque et chez des patients

diabétiques), a jeun et en post prandial.

Les parametres que nous €tudions sont considérés comme des intégrateurs de risque
cardiovasculaire :

- L’endothélium joue un rdle majeur dans la physiologie vasculaire. Sa position anatomique
stratégique entre sang et cellules musculaires lisses ne fait pas de lui une simple interface.
C’est également une véritable glande aux fonctions multiples. Tout d’abord, il a un role
essentiel sur le tonus vasculaire en permettant la régulation du flux sanguin et une perfusion
tissulaire optimale. Ensuite, il participe activement au processus de coagulation. Enfin,
I’endothélium a une action régulatrice sur la croissance et la migration des autres cellules de
la paroi vasculaire.

Dans le systéme microcirculatoire, la vasodilatation est un phénomene qui témoigne de la
bonne fonction endothéliale et qui se trouve sous 1'action des nerfs sympathiques
vasodilatateurs. La vasodilatation cutanée permet surtout la dissipation de la chaleur mais est
essentielle pour le transport des nutriments. L'étude des facteurs impliqués dans la fonction
endothéliale a été réalisée apres I'administration par iontophorese d’agonistes et
d’antagonistes in vivo sans crainte d’effets secondaires systémiques, ce qui a nous a permis de

mieux connaitre sa physiologie.
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Le réle physiologique de 1'endothélium des grandes arteres et des arteres de résistance est tres
différent. La réduction de la libération d’oxyde nitrique (NO) joue un rdle central dans la
physiopathologie de la dysfonction endothéliale dans les grandes arteres, d’autre part le NO
dans la microcirculation a comme objectif principal de moduler le métabolisme tissulaire. Les
facteurs métaboliques sont probablement plus importants dans la régulation de la fonction
microvasculaire.

- La rigidité artérielle est un prédicteur indépendant d’événements cardio-vasculaires dans la
population générale, chez les patients hypertendus, en insuffisance rénale terminale,
intolérants au glucose et ayant une pathologie coronarienne. L’arbre artériel consiste en un
tube visco-élastique dont les propriétés élastiques génerent une onde de pression incidente
provenant du cceur. Les ondes sont réfléchies au niveau des bifurcations périphériques des
arteres de conduction et des artéres musculaires plus petites, a haut niveau de résistance. La
géomeétrie, le nombre des artérioles et I’architecture du réseau de micro vascularisation jouent
un role important dans la réflexion de I’onde incidente. La constriction artérielle et artériolaire
conduit a des points de réflexion plus proches du cceur et a des ondes de réflexion aortique
plus précoces, avec un effet délétere sur la vascularisation coronaire et le masse ventriculaire
gauche.

- Le systéme nerveux végétatif ou autonome (SNA, car échappant au contrdle volontaire)
régule les fonctions organiques internes, dont la régulation du systéme cardio-vasculaire, dont
les rythmes circadiens de la pression artérielle (PA) et de la fréquence cardiaque (FC). Par
ailleurs, il exerce un role important dans les situations quotidiennes que sont 1’orthostatisme,
I’exercice physique, le choc thermique ou émotionnel. L atteinte du SNA cardiaque est
responsable d’une morbi-mortalité cardio-vasculaire augmentée. Le diabéte s’associe a une
forte prévalence d’atteinte du SNA, avec notamment une atteinte autonomique cardiaque
responsable d’un déséquilibre de la balance vago-sympathique en faveur de 1’activité

sympathique.

Il apparait intéressant d’évaluer les modifications des intégrateurs de risque avec une
approche systématique chez des sujets qui représentent le continuum glycémique de la normo-
glycémie jusqu'a la découverte du diabéte, apres un petit déjeuner standardisé, car cette
période postprandiale integre les réponses hémodynamiques, les signaux des substrats
énergétiques et hormonaux ainsi que la réponse du SNA.

La contribution de la glycémie a jeine/postprandiale et I'exposition hyperglycémique chez des
sujets en surpoids ou obeses sans dysglycémie connue n'ont pas été étudiées a ce jour.

Un bon exemple de la complexité de la réponse post prandiale est illustré par 1'effet d'une
action quotidienne simple et essentielle comme boire de I’eau sur la régulation
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cardiovasculaire autonome. L'ingestion d'environ un demi-litre d'eau augmente le tonus
sympathique et provoque une vasoconstriction. Chez des sujets jeunes en bonne santé,
l'activation sympathique apres avoir bu de I'eau provoque peu ou pas de changement de la PA
tant que chez les personnes agées on obtient une réponse hypertensive modérée de 11 mmHg.
La méme réponse est accompagnée par une activation vagale cardiaque chez les jeunes sujets
sains. Cette réponse difféere donc selon 1'age, selon le niveau de mesure de I'activité autonome
(cardiaque vs musculaire) et peut étre liée a la distension gastrique et ou aux propriétés

hypoosmotiques de I'eau.

Dans un premier temps, nous avons étudié une population de patients obeses couvrant le
continuum glycémique de la normoglycémie jusqu'a la découverte du diabéte, sans
dysglycémie connue. L'utilisation des holters glycémiques nous a permis d'estimer la
contribution des repas sur 'Hhémoglbine glycosylée (HbAlc). Nous avons parallelement fait
une deuxieme étude de mise au point dans laquelle nous avons comparé la cinétique d'un petit
déjeuner qui ressemble aux habitudes alimentaires francaises par rapport a une charge orale en

glucose.

Ensuite nous avons étudié 1'impact du statut alimentaire dans une population de patients sans
facteur de risque cardiovasculaire et sans dysglycémie connue issus de la cohorte
SUVIMAX?2 dans une étude cas-témoins de type «exposé/non exposé» (étude NUTRIVASC).
Le role de I’alimentation sur les intégrateurs de risque cardiovasculaire reste insuffisamment
connu, ainsi que leurs modifications concomitantes apres un repas. La prévention des
¢vénements cardiovasculaires passe par des programmes a échelle nationale, comme le
Programme National Nutrition Santé (PNNS). Ce travail avait comme objectif de montrer

aussi I’intérét de I’alimentation recommandée par le PNNS sur le risque cardiovasculaire.

La troisieme partie concerne des diabétiques de type 2 qui présentaient un ou plusieurs
facteurs de risque. Nous avons étudié 1’influence respective du contrdle glycémique a jeun et
post-prandial a moyen terme sur des intégrateurs du risque cardiovasculaire. Dans cette étude
pilote, nous avons évalué les mémes parametres avant et apres 'introduction de trois schémas
d’insulinothérapie différents (étude INSUVASC).

La comparaison des sujets de I'étude NUTRIVASC et des diabétiques de type 2 de 1’étude
INSUVASC nous permait de mieux étudier les intégrateurs de risque, le viellissement

vasculaire et la réponse hémodynamique post prandiale.
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Dans la derniere partie, nous avons €tudié chez les patients diabétiques de type 2 des facteurs
non classiques de rigidité artérielle. L'augmentation de la rigidité vasculaire est I'équivalent du
vieillissement vasculaire et integre 1'effet des facteurs de risque cardiovasculaire dit classiques
comme le diabete, le tabac et I'age. Nous avons évalué les relations entre rigidité artérielle et
neuropathie diabétique et élasticité hépatique apres exclusion des facteurs de confusion tels

que l'age et ’'HTA.
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Deuxieme partie

2 Synthese de la littérature.

20



2.1 Endothelium.

2.1.1 Physiologie.

L’endothélium est a tort souvent considéré comme le matériel de revétement des arteres, les
cellules endothéliales (CE) sont en réalité des acteurs clés dans les maladies vasculaires.
L'endothélium est un des plus importants organes du corps et également probablement I'un
des plus hétérogene.

L'endothélium comprend une grande collection de différents sous-types de CE suivant leur
phénotype, leur fonction et leur emplacement. Les différents types de CE peuvent s'adapter a
des flux métaboliques spécifiques pour chaque tissu selon les substrats qui sont disponibles.
Les CE microvasculaires au niveau artériel, veineux, et lymphatique ont chacunes des
fonctions différentes et sont confrontées a des concentrations d'oxygene différentes et ceci
explique probablement les différences de leur métabolisme basal. Par exemple, les CE de la
microcirculation vasculaire pulmonaire différent par rapport aux CE pulmonaires artérielles
sur la consommation d'oxygene et en ATP total intracellulaire. En outre, les CE
microvasculaires cérébrales ont significativement plus de mitochondries que les CE dans les
autres tissus [8].

La découverte du NO comme une molécule cruciale secrétée par I'endothélium et destinée a
promouvoir la relaxation vasculaire représente une avancée majeure dans la conception du
role de I'endothélium vaso moteur. La dysfonction endothéliale vasculaire est un état
pathologique caractérisé principalement par un déséquilibre entre les substances
vasodilatatrices, antimitogenes et antithrombotiques (facteurs de vasorelaxation dérivés de
l'endothélium) versus de substances avec des propriétés de vasoconstriction,
prothrombotiques et prolifératives. Parmi les molécules vasodilatatrices les plus importantes,
en particulier au niveau des artéres musculaires, on retrouve le NO, qui inhibe également des
événements clés dans le développement de I'athérosclérose: adhérence et agrégation
plaquettaire, adhésion leucocytaire, migration et prolifération des cellules musculaires. En ce
qui concerne la microcirculation, la prostacycline et d’autres facteurs d'hyperpolarisation
endothéliale jouent un role important.

Généralement, la perte de la biodisponibilité¢ du NO indique un phénotype dysfonctionnel sur
de nombreuses propriétés de I'endothélium. Ainsi, I'évaluation des propriétés vasodilatatrices
résultant du NO et d'autres molécules peut fournir des informations sur l'intégrité et la
fonction de I'endothélium. Fait intéressant, la plupart, sinon la totalité des facteurs de risque

cardiovasculaire sont associés a un dysfonctionnement endothélial [9].
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2.1.1.1 Voies métaboliques des cellules endothéliales
La génération d'ATP par la phosphorylation oxydative dans les CE devrait étre la voie

préférée a cause de son rendement énergétique et de la présence d'une exposition immédiate a
I’oxygeéne du flux sanguin. Cependant, les CE ont un relativement faible nombre des
mitochondries et leur métabolisme repose principalement sur la glycolyse. Les taux de
glycolyse in vitro sont comparables ou méme plus élevés dans les lignées des cellules
cancéreuses [10, 11].

Les principales voies métaboliques au niveau de I’endothélium sont celle du glucose, des
acides gras (AG) et des acides aminés (AA). La plupart des résultats sont obtenus a partir des

expériences in vitro.

2.1.1.1.1 Glucose
La glycolyse aérobie est la voie métabolique principale dans les CE, ce qui présente certains

avantages comme (1) la diminution de la production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS),
(2) la préservation des taux d'oxygeéne disponibles pour les cellules périvasculaires, (3)
l'adaptation des CE aux environnements hypoxiques et (4) la production de lactate souvent
utilisée comme une molécule pro-angiogénique [12].

La phosphorylation oxidative (oxPPP) génere du NADPH qui peut étre utilisé comme rédox
dans la synthése des lipides et dans le processus de la restauration de la capacité antioxydante
de glutathion par conversion de la forme oxydée a la forme réduite [13].

Le glucose peut également étre dévié vers d’autres voies liées a la glycolyse, comme la voie
de biosynthese des hexosamines (HBP) et de la voie du pentose phosphate (PPP). Les HBP
utilisent le glucose, la glutamine, I'acétyl-CoA et 1'uridine pour génerer de la N-
acétylglucosamine pour la O- et N- glycosylation des protéines [14].

Le glucose peut entrer dans la PPP dans sa forme glucose-6-phosphate. Il alimente la
production de nucléotides avec son squelette d'un sucre a 5 atomes de carbone (pentose) et

réduit la migration et la viabilité des CE [15].

21.1.1.2 Acides gras
Les AG représentent une autre source d'énergie pour les CE dans des conditions de privation

du glucose in vitro. Par exemple, les CE peuvent augmenter leur flux des AG avec l'activation
de I'AMPK.

Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) augmente 1'expression de la protéine FABP4
et I’entrée intracellulaire des AG, le rdle exact de I’oxydation des AG est incertain a I'heure
actuelle vu que leur contribution sur I'ATP total est minime [16]. Les AG nécessaires sont
fournis a l'intérieur de la lumiére capillaire par I'hydrolyse des lipoprotéines riches en

triglycérides par la lipoprotéine lipase.
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2.1.1.13 Acides aminés
Le métabolisme des AA est moins étudié. Le métabolisme de I’arginine est le mieux étudié

parmi les AA pour sa conversion en citrulline et du NO, par le synthase endothéliale du NOS
(eNOS). La sérine présente un intérét particulier ici parce que sa synthese 1'interconnexion
fonctionnelle entre le métabolisme du glucose et glutaminique. La sérine semble affecter
surtout la PA en favorisant la vasodilatation par I'activation des canaux KCa qui sont présents

dans I’endothélium [17].

2.1.1.14 AMPK et détection d'énergie intracellulaire
Les voies métaboliques décrites sont contrdlées par la présence du substrat et du produit final,

mais aussi par l'action des détecteurs d'énergie intracellulaire comme I'AMPK. La demande
d'énergie non satisfaite est exprimée par I'augmentation des niveaux d'adénosine
monophosphate intracellulaire, ce qui active la protéine kinase activé par 1'adénosine
monophosphate (AMPK) afin d'augmenter le flux par des voies métaboliques de production
d'énergie (par exemple, l'oxydase des acides gras) et maintenir le niveau d'énergie
intracellulaire. Plus précisément dans les CE, ' AMPK peut également étre activée par des

stimuli comme I'hypoxie / ischémie et le stress mécanique provoqué par le flux sanguin.

2.1.1.15 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), angiogénese et flux glycolytique
La stimulation par le VEGF a comme résultat de doubler le flux glycolytique des CE afin de

répondre a I'augmentation de la demande énergétique pour le remodelage du cytosquelette
lors de la migration des CE.

Dans les CE, la fonctionnalité des protéines clés angiogéniques comme le Notch et le
récepteur VEGF de type 2 dépend de leur glycosylation. Bien que son rdle in vivo soit moins
bien caractérisé, I'HBP peut servir comme une voie de détection des nutriments afin de guider
I'angiogenese vers des régions riches sur des nutriments. L'inhibition de I' HBP réduit

considérablement I'angiogeénese [ 18]

2.1.1.1.6 Diabeéte et produits de glycation avancée (AGE)

L'enzyme glycolytique glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase est ADP-ribosylée par la
polymérase de polyADP-ribose, ce qui a comme résultat le retard du flux glycolytique et
l'accumulation des produits intermédiaires de la glycolyse, qui sont détournés ensuite dans

d’autres voies pathologiques [12] :
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- Le sorbitol, a son tour, est converti en fructose par l'action de la sorbitol déshydrogénase, ce
qui conduit a la production de 3-désoxyglucosone et contribue a la génération non
enzymatique des produits toxiques de glycation avancée (AGEs).

- La surcharge en fructose-6-phosphate augmente le flux vers le HBP, ce qui dans des
conditions hyperglycémiques diminue l'angiogen¢se.

- La glycéraldéhyde-3-phosphate et le phosphate de dihydroxyacétone sont dirigés vers la
production de méthylglyoxal, ce qui contribue a la production de ROS et d'AGEs. En outre, la
glycéraldéhyde-3-phosphate et le phosphate de dihydroxyacétone sont utilisés pour la
syntheése de novo de diacylglycérol et 1’activation de la protéine kinase C.

- Les AGEs peuvent former des Iésions croisées sur des protéines (par exemple, sur la
laminine, I'élastine et les collageénes) dans la matrice de la membrane basale extracellulaire.
Cela contribue a I'augmentation de la rigidité artérielle et le vieillissement vasculaire. Les
effets intracellulaires des AGEs circulants sont médiés par la liaison du récepteur avec les
AGE:s. Le récepteur est exprimé dans les monocytes, les cellules musculaires lisses et

endothéliales.

2.1.1.2 Role de I’insuline et de I’insulino-résistance

2.1.1.2.1 Transport transendothélial de l'insuline
Le mécanisme du transport de l'insuline a travers I'endothélium n'est pas encore clairement

défini. En effet, des résultats in vivo suggerent que le transport de I'insuline a travers
I'endothélium ne semble pas étre saturable méme a des concentrations pharmacologiques de
l'insuline. Cela suggere qu'il ne s'agit pas d' un processus médié par le récepteur de 1’insuline
[19]. Ces données semblent indiquer qu’a des niveaux élevés d'insuline, le transport se produit
par un processus indépendant de 1'insuline transcellulaire ou paracellulaire. Un processus de
transport paracellulaire serait moins probable étant donné la présence des interconnections

étroites (tight junctions) de 1'endothélium musculaire [20].

2.1.1.2.2 Insulinorésistance et défaut de la signalisation insulinique : effet sur le
recrutement capillaire.

L'absorption initiale de I'insuline est probablement médiée par le récepteur de l'insuline parce
que l'inhibition de plusieurs voies de signalisation de l'insuline inhibe ce processus. Des
¢tudes indiquent qu'il existe une colocalisation de l'insuline avec le récepteur de l'insuline et la
cavéoline-1, une protéine impliquée dans la formation de cavéoles. Les cavéoles et leur

formation peuvent jouer un role trés important dans le transport de 1'insuline.

24



Dans les conditions de jeline, les niveaux d'insuline sont faibles et les niveaux d'expression
d’Insulin receptor substrate 2 (IRS-2, un messager intracellulaire qui s'active apres la liaison
de l'insuline avec son récepteur) dans les cellules endothéliales sont maintenus élevés.

Apres le repas, les activations de la protéine kinase B (Akt) et eNOS médiées par insuline sont
induites de maniére optimale, ce qui entraine le recrutement capillaire, I'augmentation de la
concentration interstitielle d'insuline, et 'absorption du glucose par le muscle squelettique.
En revanche, I'hyperinsulinémie a jeun régule de fagon négative 1'expression IRS- 2 dans les
cellules endothéliales et les activations d'Akt et de I’eNOS médiées par I'insuline en post
prandial sont insuffisantes. Ceci a comme cons€quence la diminution du recrutement
capillaire induit par l'insuline, la diminution de la concentration d'insuline interstitielles et la
diminution de l'absorption du glucose par le muscle [21].

I1 a été suggéré que la dysfonction endothéliale aggravait également 1’élimination du glucose,
principalement en raison de la perte des propriétés vasoactives médiées par l'insuline (i.e.

régulation de la perfusion capillaire dans les tissus sensibles a l'insuline) [22, 23].

2.1.1.3 Diabéte et voies métaboliques impliquées dans la dysfonction des cellules
endothéliales

21.13.1 Diabeéte et espéces d'oxygeéne réactif (ROS)
Chez les patients diabétiques, I'hyperglycémie réduit I'entrée du glucose dans la voie de la

pentose phosphate, qui est mediée par l'action de la glucose-6-phosphate déshydrogénase.
Cela réduit la production de NADPH (la molécule principale de la réduction intracellulaire) et
augmente le stress oxydatif [15]. De ce fait, I'activation de la NADPH oxydase induite par le
glucose génere des ROS. L'exces de glucose peut étre transféré dans la voie des polyols, ce
qui appauvrit encore les taux intracellulaires de NADPH et augmente les ROS.

L'exces de glucose induit l'activité de 'arginase, elle-méme précurseur du NO. Cela découple
l'activité de I'NOS endothéliale (eNOS) et, a sa place, des anions superoxydes sont produits.
Les ROS avec les especes réactives de 1'azote provoquent des cassures de brins d'ADN, qui
activent I'enzyme polymérase poly ADP-ribose.

L'hyperglycémie provoque la mitochondriopathie endothéliale avec des défauts dans la
biogénese mitochondriale et la mitophagie (ce qui cause I'accumulation intracellulaire des
mitochondries endommaggées), la fragmentation mitochondriale et une altération de leur

fonctionnalité et augmentation de la production ROS.
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2.1.1.3.2 Diabeéte, signalisation insulinique et effet protecteur ou délétére de
l'insulinothérapie

Dans le cas du diabete mal controlé, I'exces de glucose et des AG circulants est associé a une
insulinorésistance qui inhibe la signalisation insulinique dans les cellules endothéliales par
l'intermédiaire de la 3-phosphoinositide kinase (PI3K). Il s'agit de la voie qui produit le NO,
et inhibe les facteurs anti-thrombotiques comme les molécules d'adhésion, la prolifération des

cellules musculaires lisses et provoque la vasodilatation.

En parall¢le, la méme situation active la voie de la kinase activée par des agents mitogenes
(MAPK) qui reste sans opposition par la voie des PI3K et provoque une augmentation de la
production d’Endothelin -1 ainsi qu'un effet de vasoconstriction medi€ par l'insuline.

Quand il existe un deséquilibre entre les deux voies, il existe un dysfonctionnement

endothéliale.
Diabéte mal contrélé
Inhibition PI3K Activation MAPK
Insulinothérapie
Bon contréle — Mauvais contréle
Activation PI3K Activation MAPK
Effet antiathérogéne Effet proathérogéne

Figure 1: Diabete, signalisation insulinique et effet de [’insulinothérapie.
D'apres [24].

Ainsi, un traitement par l'insuline exogene devrait conduire a une diminution des taux de
nutriments circulants et une augmentation de la voie PI3K de telle sorte que I’insulinothérapie
sera bénéfique pour les vaisseaux. Cependant, si 'insulinothérapie ne parvient pas a contrdler
le diaberte on aura toujours une insulinorésistance car la voie PI3K restera inhibée et la
signalisation insulinique prédominante est celle de la voie de MAPK. L’effet serait nocif avec

une augmentation du risque d'événements cardiovasculaires [24].
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2.1.2 Techniques d'exploration de la fonction endothéliale

2.1.2.1 Principe général

La dysfonction endothéliale des artéres coronaires athérosclérotiques a été démontré pour la
premiere fois par perfusion intra coronaire d'acétylcholine (Ach) avec évaluation
coronarographique quantitative en 1986 [25]. Ludmer et al. ont changé la compréhension de
l'athérosclérose humaine, qui jusqu'alors avait été¢ considérée comme une maladie purement
structurelle. Leur recherche a attiré I'attention sur les manifestations fonctionnelles de
l'athérosclérose comme la vasoconstriction exagérée observée en cas de dysfonction

endothéliale.

Le principe de base des explorations est le suivant: les artéres en bonne santé, comme les
artéres coronaires ou brachiales, vont se dilater en réponse a une hyperémie réactive
(vasodilatation médiée par le flux) ou apres des stimuli pharmacologiques. Ces produits
vasodilatateurs tels que 1’ Ach, la bradykinine ou la sérotonine agissent par l'intermédiaire de
libération de NO et/ou d'autres substances vasoactives. Dans les états pathologiques, la
dilatation endothélium-dépendante est réduite ou absente. Cependant, quelle que soit la
technique appliquée, les réponses vasculaires sont déterminées non seulement par 1'état
fonctionnel du systeme vasculaire a I'endroit de la mesure, mais aussi par 1'état structurel des

arteres de résistance dans le systéme microvasculaire.

2.1.2.2 Perfusion de substances vaso-actives

On peut différencier les réponses vasculaires endothélium-indépendantes des réponses
endothélium-dépendantes. Les donneurs de NO exogene (comme le glycerol-trinitrate) ou
donneurs non NO comme ['adénosine vont induire une vasodilatation en agissant directement
sur les cellules musculaires lisses. La fonction endothélium-indépendante est associée a des
altérations vasculaires structurelles et des modifications dans les cellules des muscles lisses

plutdt que des modifications de I'endothélium.

2.1.2.3 Dilatation médiée par le flux
La vasodilatation des arteres de bras médiée par le flux est devenue la technique la plus

largement utilisée pour mesurer la fonction endothéliale. Cette technique mesure la capacité

des arteres a réagir apres une occlusion de 1'artére humérale. Celermajer et al. [26] ont été les
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premiers a mesurer cette réponse in vivo en mesurant les changements de diametre artérielle
par ultrasons. Cette réponse est principalement NO dépendante, [27, 28] bien que d'autres
voies de vasodilatateurs peuvent également y contribuer [29]. Fait important, la fonction
endothéliale périphérique évaluée par la vasodilatation médiée par le flux est corrélée avec la
fonction endothéliale coronaire [30]. Cependant, bien que le principe de cette technique
semble simple, son application est techniquement difficile et nécessite un opérateur

expérimenté.
2.1.2.3.1 EndoPAT

L'appareil EndoPAT (PAT: Peripheral Arterial Tone) est basé sur une technologie non
invasive destinée a la mesure du tonus artériel périphérique. La technique est opérateur
indépendante, facile a utiliser et a faible risque pour le patient. C’est pourquoi nous 1'avons
choisi pour mesurer la fonction endothéliale dans les études que nous avons menées dans le
cadre de cette these. Il mesure les changements mediés par 1'endothélium sur le tonus
vasculaire a 'aide de capteurs placés sur la pulpe des doigts. Ces changements de tonus
artériel sont provoqués par la création d'une réponse hyperémique en aval d’une occlusion
transitoire. On occlut avec une pression a 60 mmHg au-dessus de la pression systolique, avec
un minimum de 200 mmHg, pendant 5 min sur l'artére branchiale en utilisant un simple
brassard de pression. Lorsque le brassard est dégonflé, le flux sanguin provoque une dilatation
artérielle endothélium-dépendante (FMD). La dilatation est captée par 'EndoPAT comme une
augmentation de l'amplitude du signal PAT. Le ratio post / pré-occlusion est calculé de fagon
automatique par le logiciel EndoPAT et qui se manifeste en tant que hyperémie réactive et est

exprimée comme un index (RHI : Reactive Hyperhemia Index).

RHI

Normal . “ ! H !
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Figure 2: Enregistrements EndoPAT
Les données apres l'acquisition sont automatiquement traitées, analysées et présentées.
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Les mesures au niveau du bras opposé sont utilisées comme contrdle des changements non-
endothélium dépendants du tonus vasculaire. Le test se fait sur une durée de 15 minutes. II est

tres facile a réaliser, et est a la fois opérateur et observateur indépendant.

Figure 3: Capteurs EndoPAT.

Le signal de PAT est mesur¢ a partir des variations de volume artériel pulsatile aux bouts des
doigts. Le systtme EndoPAT contient un appareil de mesure qui est 1ié a une paire de bio-
capteurs pléthysmographiques modifiés. La caractéristique unique des bio-capteurs PAT est
qu'ils mesurent la PA de fagon uniforme aux deux tiers distaux des doigts. L'application de la
pression de cette manicre est extrémement importante, car elle empéche la congestion
veineuse distale, ce qui pourrait induire une vasoconstriction réflexe, et génere un signal PAT

plus ample. Enfin, la fixation du systeme PAT réduit les artéfacts de mouvement.

2.1.2.3.2 Comparaison des différents tests

Le choix d'un test capable de mesurer la fonction endothéliale est toujours difficile car il doit
réunir plusieurs éléments. Le premier élément est de refléter I'état de la maladie artérielle (si
possible coronaire), d'étre non invasive et d'avoir un risque proche de zéro pour le patient. Il
doit également étre opérateur indépendant, reproductible, facile a utiliser, réversible, peu
coliteux et améliorer la stratification du risque.

Le Tableau 1: résume la comparaison des ces critéres pour les tests les plus souvent utilisés.
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Infusion des substances Hyperhémie réactive
vasodilatatrices
Coronaires Artéres Dilatation mediée EndoPAT
périphériques par le flux (FMD)
Non-invasive - - +
Prédictive ++ ++ ++
d’événements CV
Réversible + + + +
Utilisation d'une + + . ++
artére de controle
Coiit - + + +/-
Faible risque +/- + ++ ++
Opérateur +/- +/- _ ++
indépendant
Facile a utiliser - - - +

CV: cardiovasculaires

Tableau 1: Techniques utilisées pour la fonction endothéliale.
D'apres [9]

2.1.3 Biomarqueurs

Le recrutement des cellules inflammatoires circulantes et leur migration transendothéliale
commencent tot au cours de I'athérosclérose. Ce processus est principalement médié par des
molécules d'adhésion cellulaire, qui sont exprimées sur la surface de I’endothélium vasculaire
et dans les leucocytes circulants en réponse a plusieurs stimuli qui sont principalement
inflammatoires. Les sélectines (P, E et L) et leurs ligands (principalement le ligand de la
sélectine-P) sont impliqués dans la fonction d’accrochage de leucocytes sur la paroi
vasculaire. Les molécules d'adhésion intercellulaire (ICAMs) et les molécules d'adhésion
vasculaire (VCAM-1), ainsi que certaines des intégrines, induisent une adhésion ferme de
cellules inflammatoires a la surface vasculaire. Les molécules d'adhésion cellulaire
endothéliales plaquettaires (PECAM-1) sont impliquées dans I’extravasation et la migration
aux tissus sous-jacents. Pour la plupart des molécules d'adhésion cellulaire, a 1'exception des
intégrines, des formes solubles ont été identifiées dans la circulation. Plusieurs sources de
données soutiennent un rdle crucial de molécules d'adhésion dans le développement de
l'athérosclérose et de la plaque instable. VCAM-1, ICAM-1 et L-sélectine sont exprimées
dans les plaques d'athérosclérose. On dispose déja des données prospectives montrant le role
prédictif d’événements cardiovasculaires des taux circulants élevés de SICAM-1 chez les

sujets sains, et de sSVCAM-1 chez les patients a risque élevé ou avec une maladie coronaire

[31].
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2.14 Déterminants

Les composants du syndrome métabolique [32], comme le diabéte [33], une PA élevée [34-
36], la dyslipidémie [26, 34, 36, 37] et I’obésité [34] sont corrélés a la dysfonction
endothéliale coronaire. Les autres déterminants de la fonction endothéliale sont I’age, le sexe
[38], le tabagisme [26, 34, 39, 40], I’équilibre glycémique chez le diabétique de type 2 [34], et
les traitements anti-hypertenseurs [41] et hypo-lipémiants [34, 42].

Les patients présentant une hyperhomocystéinémie,[43, 44] les individus ayant de faibles
taux de magnésium intracellulaire [45] et les patients atteints d’affections inflammatoires ou
infectieuses [46, 47] ont une dysfonction endothéliale. Les facteurs de risque cardiovasculaire
commencent a exercer leurs effets sur I’endothélium de fagon trés précoce des 1’age de 8 ans

[48].

Ce processus commence plusieurs années avant la manifestation clinique du diabéte. L’état

prédiabétique est accompagné par une inflammation et des 1ésions endothéliales [22, 49-51].

Les patients atteints de DT2 ont une fonction endothéliale altérée et avec une augmentation
concomitante des marqueurs de 1'activation endothéliale. Le traitement par des analogues de

l'insuline de longue durée diminue le taux des molécules d'adhésion [52].

2.1.5 Pronostic

2.1.5.1 Informations pronostiques en plus des scores de risque couramment utilisés en
prévention primaire.

La dysfonction endothéliale coronaire et périphérique est un facteur de risque fort et
indépendant d’événements cardio-vasculaires [35, 53, 54]. Aussi une dysfonction endothéliale
peut elle aussi étre considérée comme un intégrateur vasculaire des conséquences de

I’exposition aux facteurs de risque cardio-vasculaire chez le diabétique.

Malgré la présence des données montrant que la fonction endothéliale est prédictive de la
survenue de futurs événements cardiovasculaires, méme apres un ajustement pour les facteurs
de risque cardiovasculaire existants, son utilisation n’est pas encore préconisée dans les
recommandations de prévention édictées par la Société Européenne de Cardiologie [55] ni
dans celles publiées plus récemment par I’ American Heart Association et I’ American College

of Cardiology [56] et pour I’instant elle est considérée comme inférieure (indication de classe
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III) a celle des évaluations de 1’épaisseur de I’intima media carotidienne et du score calcique
coronaire. Les raisons qui ont conduit a attribuer cette indication de classe III ont été selon les
experts I’absence de valeur pronostique supplémentaire clairement établie et la
standardisation médiocre des méthodes d’exploration non invasives (a 1’exception de

I’EndoPAT).

2.1.5.2 Intérét pronostique dans la prévention secondaire.

Compte tenu du role important que joue la dysfonction endothéliale dans la pathogenese de la
maladie athérothrombotique, il n’est pas surprenant que de nombreuses études aient mis en
¢vidence I’intérét pronostique potentiel de la fonction endothéliale en prévention secondaire,
tant au niveau coronaire que périphérique. Les premieres données en ce sens ont été
recueillies chez des patients atteints de coronaropathies non occlusives, montrant que les taux
d’événements cardiovasculaires et vasculaires cérébraux étaient significativement plus élevés

parmi ceux dont la fonction endothéliale coronaire restait altérée [57].

2.1.5.3Réponse au traitement

Il est extrémement important de pouvoir dépister les patients chez lesquels des événements
sont susceptibles de se produire malgré le traitement (afin d’éventuellement intensifier celui-
ci). Une approche pourrait consister a évaluer I’impact de la thérapeutique sur la fonction
endothéliale, en tant que témoin de ’atteinte cardiovasculaire, et d’intervenir plus
intensivement sur les patients dont la fonction vasculaire n’a pas été améliorée. Dans une
¢tude japonaise menée chez des patients ayant une maladie coronaire stable nouvellement
diagnostiquée associée a une dysfonction endothéliale, la mesure de la dysfonction
endothéliale a été répétée apres 6 mois d’un traitement optimisé sur une base individuelle. Les
patients chez lesquels la fonction endothéliale était altérée ont présenté, au cours du suivi, des
taux d’événements plus élevés (26 %) sur 31 mois par rapport a ceux qui présentait une
fonction endothéliale améliorée (10 %) [58]. Dans une étude similaire menée chez 400
femmes ménopausées, hypertendues mais indemnes de coronaropathie, la fonction
endothéliale a été évaluée a I’entrée dans 1’étude puis 6 mois apres avoir ramené la PA de ces
patientes a une valeur normale. Chez les femmes dont la fonction endothéliale ne s’était pas
améliorée (37,5 %), le taux d’événements cardiovasculaires a été preés de 7 fois supérieur au
terme d’une période moyenne de suivi de 67 mois [59]. Ces deux études apportent la
démonstration de la valeur prédictive de la fonction endothéliale sur la réponse au traitement.

Les patients chez lesquels les interventions thérapeutiques n’induisent pas d’amélioration de
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la fonction endothéliale encourent un risque majeur d’événements pathologiques. D’autres
¢tudes seront nécessaires pour parfaitement éclairer I’un des aspects les plus insolites de

I’exploration de la fonction endothéliale [60].

2.1.6 La fonction endothéliale microvasculaire et macrovasculaire sont-elles
comparables?

Les facteurs de risque cardiovasculaire sont associés a la dysfonction endothéliale et ont un
impact pratiquement sur tous les réseaux vasculaires. Le rdole physiologique des grandes
arteres et des arteres de résistance est tres différent. La réduction de la libération de NO joue
un role central dans la physiopathologie de la dysfonction endothéliale dans les grandes
arteres. D’autre part, le NO dans la microcirculation a comme objectif principal de moduler le
métabolisme tissulaire [61]. Les facteurs métaboliques sont probablement plus importants
dans la régulation de la fonction microvasculaire [62]. Par conséquent, des tests
pharmacologiques induisant la libération de NO au niveau des grosses artéres ne pourraient
pas refléter 1'adaptation physiologique de la fonction endothéliale microvasculaire.

La dissociation de I’effet nocif du tabagisme chez les jeunes fumeurs ayant une
coronaropathie et qui présentent une dysfonction endothéliale coronaire mais une fonction
endothéliale microvasculaire conservée, malgré 'augmentation des taux de biomarqueurs
inflammatoires et du stress oxydatif, représente un tel exemple [63]. En outre, le flux sanguin
post ischémique est particulierement sensible aux facteurs de risque traditionnels (par
exemple, I'age et I'hypertension), tandis que la tonométrie artérielle périphérique (indice
d’hyperémie réactive de microvascularisation) est plus sensible aux facteurs de risque
métaboliques, en particulier indice de masse corporelle (IMC) et le diabéte.
Dysfonctionnement microvasculaire et macrovasculaire pourraient refléter les différents
stades de la maladie vasculaire, le dysfonctionnement microvasculaire étant un indicateur
précoce du risque. Le fait que la fonction microvasculaire endothéliale et la fonction
endothéliale macrovasculaire ne montrent qu'une faible corrélation [64] devrait mettre en
garde contre l'extrapolation des résultats sur la macrovascularisation et qui provient des ¢tudes
de microvascularisation et vice versa. Etant donné que I’endothelium microvasculaire et
macrovasculaire sont sensibles a des différents facteurs de risque, les deux doivent étre

évalués chaque fois.
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2.1.7

Résumé

X/
°e

X/
°e

X/
£ %4

Il existe une pléiade de phénotypes et de fonctions des cellules endothéliales, selon
leur spécificité tissulaire les cellules endothéliales utilisent une voie métabolique
principale, la glycolyse. La glycolyse généere de I'ATP pour ces besoins énergétiques,
mais participe aussi par l'intermédiaire du VEGF sur le remodelage du cytosquelette
lors de la migration des CE. Dans les situations physiologiques l'abondance du glucose

augmente l'angiogenese mais aussi la sécrétion de VEGF peut doubler le flux
glycolytique.

L'hyperglycémie provoquée par le diabete augmente la production ROS et des AGEs

ce qui contribue a 'augmentation de la rigidité artérielle et le vieillissement vasculaire.

Le principe de base des explorations artérielles de la fonction endothéliale dépend soit
sur la capacité des artéres a réagir apres une occlusion (réponse NO dépendante) ou

apres des stimuli pharmacologiques.

L'utilisation de I'appareil EndoPAT nous fournit des mesures qui sont opérateur
indépendants, rapides (15 minutes), faciles a utiliser (ne nécessite pas une formation

spécifique) et a faible risque pour le patient.

Dans la littérature, on voit le plus souvent des mesures ponctuelles de la fonction
endothéliale microvasculaire ou macrovasculaire. Dans cette thése, nous avons
effectué des mesures micro (avec des mesures du flux sanguin cutané, cf le prochain
chapitre) et macrovasculaires de la fonction endothéliale ainsi que des biomarquers a

jeun et en post prandial.

A notre connaissance, il existe trés peu des données sur la fonction endothéliale en
période post prandiale dans des conditions standardisées qui ressemblent la vraie vie.
Le traitement par insuline aprés metformine et 1'impact des effets du PNNS ne sont pas

encore étudiés.

Le traitement par 1'insuline peut protéger 1'endothélium par la diminution de la
production de ROS et des AGEs et surtout par 'activation de la voie de la PI3K.
Cependant, si I'insulinotherapie ne parvient pas a contrdler le diabéte, la voie
prédominante est celle de la voie de MAPK avec des effets plutot nocifs. L'insuline
entraine egalement au niveau tissulaire le recrutement capillaire et facilite I'absorption

du glucose par les tissus.
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2.2 La microcirculation cutanée

2.2.1 Physiologie.

2.2.1.1 Anatomie vasculaire

La microcirculation cutanée est organisée en deux réseaux horizontaux. Le premier est situé 1
+ 1,5 mm de la surface de la peau et le deuxieéme est a la jonction du derme et du tissu sous
cutané. Les artérioles et les veinules forment les 2 réseaux paralleles. Venants du réseau
supérieur, les capillaires artériels montent afin de former des boucles papillaires dermiques
alimentant la région cutanée. A la jonction dermique sous-cutanée, les veines contenant des

valves anti reflux collectent le sang.

2.2.1.2 Tonus vasoconstriteur cutané

Le réflexe neuronal de la circulation de la peau humaine se fait par l'intermédiaire de deux
branches du systéme nerveux sympathique. Il existe des nerfs sympathiques vasoconstricteurs
noradrénergiques. Ils produisent une activité tonique une innervation tonique, contribuant a un
flux sanguin de repos relativement faible en normothermie (~ 250 ml/min) [66]. Les
enregistrements avec le doppler laser ont démontré la présence d'une motricité vasculaire
localisée a la partie ascendante des artérioles [65].

Ainsi, au repos chez des sujets en environnement normothermique, l'interruption de
l'innervation cutanée noradrénergique sympathique [par de méthodes diverses, y compris
l'inhibition de la terminaison neuronale et/ou l'inhibition présynaptique avec du brétylium]
provoque habituellement une vasodilatation passive minime par inhibition du tonus des nerfs
vasoconstricteurs. Le degré de vasodilatation passive dans ce cas varie avec la température.
Ainsi, dans des environnements chauds, il peut y avoir peu ou pas de vasodilatation passive
lors de l'interruption de l'innervation vasoconstrictrice, alors que, dans des environnements
plus froids, cette vasodilatation sera plus prononcée. Cela démontre I'importance de maintenir
une température stable pendant I'expérimentation.

L’action vasoconstrictrice sympathique représente la «premiere ligne de défense» lors de
l'exposition a des températures ambiantes froides. Ainsi, lorsque la peau est soumise a des
températures froides (interne ou externe), l'activation réflexe des nerfs vasoconstricteurs
sympathiques entraine une vasoconstriction et une diminution de la circulation sanguine

cutanée [67, 68]. Les mécanismes impliqués dans la vasoconstriction cutanée réflexe sont plus
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complexes qu'on ne le pensait. En plus d'une vasoconstriction médiée par la noradrénaline
[68], Stephens et al. ont identifié le role de co-transmetteurs noradrénergiques chez de sujets
jeunes par inhibition pharmacologique combinée présynaptique et postsynaptique. L'existence
de co-transmetteurs nécessaires pour la vasoconstriction a été démontrée pour le neuropeptide

Y, I'ATP [69] et l'activation de la Rho kinase chez les sujets agés [70].

2.2.1.3 Vasodilatation cutanée

La double innervation sympathique de la peau (présence des nerfs vasoconstricteurs ainsi que
des nerfs vasodilatateurs) a ét¢ démontrée la premiere fois dans les années 1930 [71]. Les
nerfs sympathiques vasodilatateurs ne présentent pas d'activité tonique en normothermie, mais
pendant une hyperthermie, ils sont responsables de la plupart (jusqu'a 90%) de la
vasodilatation. Les mécanismes exacts de la vasodilatation cutanée humaine restent
incomplétement compris.

La vasodilatation active et la transpiration sont les deux mécanismes importants de dissipation
de la chaleur au cours de I'hyperthermie globale. Plusieurs chercheurs ont montré qu’en cas
d’inhibition postsynaptique des récepteurs muscariniques par l'atropine, on obtient une
abolition complete de la transpiration. Cela ne provoque qu’une diminution mineure et
retardée de la vasodilatation cutanée [72].

L'inhibition intradermique directe des récepteurs de la bradykinine ne modifie pas les
réponses de la circulation sanguine apres un stimulus thermique [73]. L implication de
l'innervation cholinergique a été démontrée par Kellogg et al : I'administration locale de
toxine botulinique abolit la vasodilatation cutanée active déclenchée par le réchauffement du
corps. Par ailleurs, une réponse vasodilatatrice atténuée est produite sur les sites prétraitées
avec de l'atropine (blocage des récepteurs muscariniques post-synaptiques).

Ainsi l'inhibition présynaptique de la neurotransmission cholinergique, mais pas
postsynaptique, par blocage pharmacologique des récepteurs muscariniques, bloque la
vasodilatation cutanée active. Les auteurs concluent qu’un co-transmetteur cholinergique non
identifié participerait au mécanisme de vasodilatateur [74].

Le NO a une importante contribution dans la vasodilatation cutanée active, avec une réponse
tres variable selon les individus [75]. Les données récentes de Kellogg et al. suggerent que le
NO est synthétisé principalement par la NO synthase (NOS) neuronale plutdt que la eNOS
endothéliale. Cependant, 1'inhibition de la synthese de NO ne supprime pas la vasodilatation
cutanée active, indiquant I'existence d'autres mécanismes de vasodilatateurs synergiques avec
et/ou complétant la voie de la vasodilatation par NO [76].

Le peptide intestinal vasoactif (VIP) serait un autre candidat possible de la vasodilatation

active cutanée. Il a été colocalisé dans les terminaisons nerveuses cholinergiques humaines
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[77]. Cependant son rdle n'est pas clairement €élucidé, et pour le moment d’autres équipes
n’ont pas confirmé ces résultats [78]. La substance P, également localisée dans la peau
humaine, représente une autre voie possible de la vasodilatation. Elle pourrait se lier avec une
forte affinité aux récepteurs de la neurokinine-1 (NK-1) [79].

Cette liste doit étre enrichie par d’autres neuromédiateurs a activité vasodilatatrice comme
I’histamine (via l'activation des récepteurs H1) [80] ou les prostanoides [81]. Ainsi, une
synthese du travail de nombreux laboratoires sur plusieurs décennies montre un mécanisme
complexe de contrdle de la circulation sanguine de la peau pendant le réchauffement du corps
(réflexe). La vasodilatation par l'action du sympathique dans la peau humaine est un
processus actif et le mécanisme implique l'action cholinergique et la présence d’autres co-
transmetteurs. Plusieurs vasodilatateurs spécifiques semblent étre impliqués dans le
mécanisme, qui incluent des fonctions (ou des rdles potentiels) pour le NO, VIP, la substance
P/récepteurs NK-1, I'histamine et les prostaglandines. Les implications de ces mécanismes
multiples et les interactions entre eux représentent des domaines passionnants pour la

recherche future [75].

2.2.2 Méthodes d’exploration

Les fonctions de 1'endothélium microvasculaire sont multiples et incluent le contréle du tonus
vasculaire, 1'inhibition de 'agrégation plaquettaire, la marginalisation des leucocytes, la
régulation de la prolifération des cellules du musculaires lisses et la modulation de la
perméabilité de la paroi vasculaire. Toutefois, l'expression «fonction endothéliale est utilisée
dans la plupart des cas pour désigner I'aptitude de 'endothélium a libérer des substances qui
peuvent induire une relaxation directe de la paroi vasculaire, comme le NO, les prostacyclines
et les facteurs d'hyper polarisation (EDHFs).

Plusieurs techniques ont été utilisées pour I'é¢tude de la fonction endothéliale, il s'agit de tests

microvasculaires non invasifs avec ou sans intervention pharmacologique.

2.2.2.1Etude de la fonction microvasculaire sous cutanée par laser doppler

L'étude de la fonction microvasculaire peut étre effectuée chez 'homme a l'aide du laser
Doppler permettant la mesure du flux sanguin cutané. L'utilisation du laser Doppler pour
I'étude de la fonction microvasculaire est basée sur la réflexion d'un faisceau de la lumicre
laser. La lumiére subit des changements de longueur d'onde (phénomene Doppler) quand elle

va heurter les cellules sanguines. L'amplitude et la fréquence de longueur d'onde de ces
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changements sont liées a la vitesse et au nombre de cellules sanguines. Plusieurs signaux
différents peuvent étre enregistrés, mais le flux de globules rouges (c'est a dire le produit de la
vitesse et de la concentration de cellules sanguines en mouvement dans le volume de mesure)
est le plus souvent utilisé. L'avantage majeur de cette technique est sa sensibilité a détecter et
quantifier les changements relatifs dans la circulation sanguine de la peau en réponse a un

stimulus.

2.2.2.2 Imagerie de contraste utilisant la granularité laser (SPECKLE).

Une nouvelle technique d'imagerie permet d'é¢tudier une surface cutanée plus importante par
rapport au laser Doppler classique. Avec le phénomene de granularité, on peut obtenir une
carte de la perfusion des tissus; les «taches» d’intensité différente sont générées par la lumicre
rétrodiffusée et collectée par un détecteur (Figure 4). Quand un objet rugueux est éclairé par
un faisceau laser, les mouvements des particules dans la région de I'éclairage produisent des
fluctuations sur le motif de granularité apparaissant sur le détecteur. Une image de granularité
est acquise avec une caméra (localisée a l'intérieur de la téte d'imageur) pendant un intervalle

de temps appelé temps d'exposition [82].

Non-visibie laser for measurement Color camera

Detector camera

Visible laser for area marking

44
S

Figure 4: Imagerie de contraste utilisant la granularité laser.

Blood perfusion image

Intensity image

Documentation image

Référence (https://www.perimed-instruments.com/fr/laser-speckle-contrast-imagerie)

Tous les tests classiques réalis€s avec le laser Doppler comme 1'hyperémie réactive post-
occlusive, la stimulation thermique et I'iontophorese peuvent étre utilisés avec cette nouvelle
technique.

I1 a été montré récemment que les résultats obtenus avec I’imagerie de contraste utilisant la
granularité et le laser Doppler ont une excellente corrélation lorsque les données sont

exprimées en unités de perfusion arbitraires sans soustraire le zéro biologique.
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Une autre différence est que la profondeur de tissu mesurée avec la technique laser Doppler
classique (en fonction de la longueur d'onde du laser) est supérieure que celle de 1'imagerie de
contraste avec la granularité laser. Le laser Doppler classique peut mesurer les vaisseaux a
une profondeur de 1 mm, tandis que la profondeur explorée avec la nouvelle technique est de
300 pm (pour une longueur d'onde du laser de 780 nm) [83]. Pour les 2 techniques, c'est a dire
le laser Doppler classique et I'imagerie de contraste utilisant la granularité laser, la mesure de
profondeur dépend finalement de la longueur d'onde du laser et des propriétés optiques des
tissus. Ainsi, cette nouvelle technique montre une bonne résolution spatiale et temporelle et

une excellente reproductibilité [82].

2.2.2.3 Méthodes de stimulation non pharmacologiques

2.2.2.3.1 Hyperémie post-ischémique

Ce test mesure l'augmentation du flux sanguin cutané au-dessus du niveau basal aprés une
occlusion artérielle. On observe par un pic initial de flux qui se produit quelques secondes
apres la levée de 1'occlusion. Ce test est effectué en placant un brassard a la partie distale du
bras sous une pression 50 mmHg au-dessus de la pression artérielle systolique (PAS). La
période ischémique utilisée dure 3 ou 5 min mais elle varie entre 3, 4, 5, 10 et 15 min. Le
choix de cette période reste arbitraire et il existe une corrélation linéaire entre la période
d'ischémie et 'amplitude de la réponse [84].

Les sondes Laser Doppler sont situées a la face interne de l'avant-bras, en évitant les régions
avec pilosité. L'hyperémie post occlusive peut également étre effectuée sur le membre
inférieur et est bien adaptée pour les patients atteints de maladie artérielle périphérique
occlusive [86].

Quatre facteurs principaux ont été proposés dans la réponse hyperémique : les facteurs
métaboliques, endothéliaux, la réponse myogénique et l'action des nerfs sensoriels.

Parmi les vasodilatateurs endothéliaux, le NO a une action partielle [87, 88] avec implication
des prostanoides [89]. Il n'y a pas de données concernant I'implication potentielle des EDHFs.
La mesure de flux sanguin cutané sous hyperémie post ischémique peut étre utilisée comme
outil global détectant des changements de la fonction microvasculaire suite a une intervention

pharmacologique (par exemple par statines) [89].

2.2.2.3.2 Hyperémie thermique
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L'hyperémie thermique produit une vasodilatation maximale suite a une augmentation de la
température entre 42.8 et 44.8 °C [90]. Cette vasodilatation thermique maximale correspond a
la capacité maximale de vasodilatation avec 2 phases: un pic initial de la circulation sanguine
cutanée pendant les 10 premicres minutes, suivie par un plateau apres 20-30 min

d’échauffement.
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Figure 5: Hyperémie thermique.
(perimed: http://www.perimed-instruments.com/fr/produits/endothelial-dysfunction)

La vasodilatation est médice par au moins deux mécanismes indépendants : la phase initiale
rapide s’appuie principalement sur les nerfs sensoriels locaux [91] et sur un réflexe axonal qui
dépend de la sécrétion de CGRP (Calcitonin-gene-related peptide) et de la substance P [91] ;
en revanche, le plateau de 20 a 30 min est médié principalement par le NO [92]. Les
prostanoides ne semblent pas jouer de rdle [93]. L'hyperémie thermique est altérée dans le
diabete [94, 95]. Bien que cette approche soit appropriée chez les témoins sains, on ne peut
pas extrapoler a des populations de patients en raison d'une diminution potentielle de la
réponse déja provoquée par leur maladie. Les défauts de structure microvasculaire peuvent
étre détectés par le nitroprussiate de sodium (SNP). Seules les données indirectes telles que la
réponse a I'administration de SNP sodium par iontophorése fournissent la preuve que la
diminution de la réponse au chauffage local est secondaire a une anomalie fonctionnelle plutot

qu’a un défaut structurel (par exemple la diminution de la densité capillaire).

2.2.2.3.3 Autres
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L' hyperémie thermique et post-ischémique sont les tests microvasculaires non invasifs sans

intervention pharmacologique le plus souvent utilisés. Le Tableau 2 recapitule les méthodes,

le site d'action, les récepteurs et les mécanismes impliqués dans ces tests.

Action Mécanismes Réf.
Test endothéliale Récepteurs Effet Possibles
Norépinéphrine, rho-rho
Test au Endothélium Récepteurs kinase, inhibition de
froid indépendant adrénergiques vC NOS [96-98]
Réflexe Axonal
(substance P et CGRP),

sécrétion de la NO,
Hyperémie Plutot participation de la
locale endothélium norépinéphrine et du
thermique dépendent VD neuropeptide Y [91,92]
Hyperémie Endothélium Nerfs sensoriels, facteurs
apres dépendent et métaboliques, Canaux
occlusion indépendant VD BKCa [99, 100]
VD induite Endothélium
par la dépendent et Récepteur Fibres C, NO, [101,
pression indépendant CGRP VD prostaglandins, CGRP 102]
Réponse
hyperémique Endothélium
transitoire indépendant VD Réponse myogénique [103]

NOS nitric oxide synthase; CGRP, calcitonin gene-related peptide; BKCa, large-conductance calcium-
activated potassium. VD Vasodilatation VC Vasoconstrction

Tableau 2: Tests microvasculaires non invasives sans intervention pharmacologique.

D'apres [89].
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2.2.2.4 Méthodes pharmacologiques

2.2.2.4.1 Administration par iontophorése de l'acétylcholine

L'iontophorese est basée sur le principe suivant : un médicament chargé en solution va migrer
directement a travers la peau sous l'influence d'un courant électrique de faible intensité. La
quantité¢ de médicament administrée dépend de I'ampleur et de la durée du courant appliqué
ainsi que de la barriére cutanée. Cette méthode permet de détecter des altérations du flux
sanguin cutané suite a I'iontophorese. Il y a une augmentation du flux qui présente un pic suivi
d’une vasodilatation prolongée plus tardive. L'acétylcholine (Ach) et le SNP respectivement
sont utilisés afin de générer une vasodilatation dépendante ou indépendante de 1’endothélium.
L'effet de l'activation du réflexe axonal induit par l'iontophorese d’Ach peut étre observé,
mais il est dépendant des conditions expérimentales [85]. De plus, il s'agit d'un test tres

intéressant pour étudier la réactivité microvasculaire.

2.2.2.4.2 Administration de NO par microdialyse

La microdialyse est une technique utilisée dans le but d'introduire ou d’enlever des ions, des
molécules ou des médicaments d'intérét dans 1'espace interstitiel. Elle peut étre utilisée pour
administrer des agents pharmacologiques a une petite zone de tissu de telle sorte qu'il n'y ait
pas de confusion avec des effets systémiques qui se produisent simultanément pendant
I'échantillonnage du fluide effluant. En outre, la concentration des substances libérées en
réponse a l'action pharmacologique peut étre évaluée dans le dialysat. Les fibres de la
microdialyse peuvent étre insérées en intradermique et le flux peut étre mesuré en utilisant
une sonde Doppler a laser situé sur la peau. Ainsi, toute action pharmacologique qui provoque
un changement dans la circulation sanguine cutanée peut étre enregistrée. Cette approche a été
utilisée pour évaluer le role du NO dans I'hyperémie postocclusive et thermique [104] et elle
ouvre une nouvelle voie d’étude dans 1'évaluation de la fonction endothéliale de la peau

humaine.
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2.2.2.5 Analyse spectrale vasomotrice

Les oscillations périodiques du flux sanguin cutané (flowmotion) peuvent étre quantifiées par
analyse spectrale des signaux. L'analyse spectrale peut étre effectuée par la transformation de

Fourier classique.

Amplitude
Puissance /\/\j\/f\ ‘ ‘ ‘
Temps Frénuence
s —*  Fourier

Figure 6: Transformation de Fourier

Transformation de Fourier(TF) d'un signal périodique. La TF permet la recherche de
composantes périodiques dans un signal. Le résultat est qu'une série temporelle (signal
complexe, image de gauche) peut étre exprimée comme le spectre de la fréquence (image de
droit) et dévoile en revanche les fréquences propres qui constituent le signal, en les
distinguant clairement du bruit.

La transformée en ondelettes continue est une méthode avec une résolution de fréquence

logarithmique qui est utilisée pour analyser le flux sanguin des vaisseaux. De cette maniere, il
a été démontré que l'activité endothéliale est un processus qui contribue aux oscillations du
flux sanguin [105].

Cinq fréquences caractéristiques sont rapportées sur le spectre de fréquences disponibles. Ces
oscillations représentent l'influence du battement de coeur (a2 1 Hz), de la respiration (0,3 Hz),
de I’activité myogene (0,1 Hz) et de l'activité neurogeéne (0,04 Hz). De plus, une oscillation a
0,01 Hz est observable et 'amplitude de cette fréquence peut étre augmentée par
I’administration d'acetylcholine par iontophorése. Un enregistrement de 30 minutes est
nécessaire pour 1'étude des fréquences basses [106].

On pense que ces oscillations a 0,01 Hz dépendent de 1’endothélium et pourraient étre
utilisées comme un test de la fonction endothéliale. En accord avec cette hypothese,
I'amplitude de la fréquence 0,01 Hz est plus élevée lors d’une stimulation par 1’ Ach plutot que
le SNP. L'inhibition de la NO synthase ne modifie pas l'amplitude de la réponse induite par
I’Ach et ainsi le role de la production de NO dans la partie du spectre attribuée a la fonction

endothéliale ne peut &tre établi [107].
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2.2.2.5.1 Autres

Le Tableau 3 recapitule les tests microvasculaires non invasifs qui utilisent des agents

pharmacologiques administrés par iontophorese.

Action Mécanismes Références
Test endothéliale Récepteurs Effet Possibles
Endothélium M3 récepteur NO, prostaglandines,
Acétylcholine dépendant muscarinique VD EDHF [108-111]
Récepteur
alpha chez les Différents voies
cellules intracellulaires qui
Adrénaline Endothélium musculaires dépendent du type de
(épinéphrine) indépendant lisses VvC récepteur alpha [112]
Endothélium NO et production des
Bradykinine dépendant Récepteur 32 VD eicosanoide [73,111]
NO, prostaglandines,
Endothélium hyperpolarization
Bradykinine dépendant Récepteur 2 VD vasculaire [112]
Inhibiton de la
sécrétion de neuro-
Endothélium transmetteurs des
Bretylium indépendant VD fibres neuronales [113,114]
Probablement
Endothélium Activité Na/K-
C-peptide dépendant Inconnu VD ATPase et NO [115]
Directe ou indirecte
stimulation des fibres
Probablement sympathiques et des
Endothélium cellules vasculaires
CGRP indépendant Inconnu VD musculaires lisses [116, 117]
Endothélium
dépendant et
Endothélium C fibres et
Eau désionisée indépendant Inconnu VD prostaglandines [118, 119]
HI: cellules
endothéliales
Endothélium H2: effet direct sur
dépendant et les cellules
Endothélium Récepteur H1 vasculaires
Histamine indépendant et H2 VD musculaires lisses [120, 121]
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Action Mécanismes Références
Test endothéliale Récepteurs Effet Possibles
Endothélium
dépendant et
Endothélium Récepteur de
Insuline indépendant l'insuline VD NO, Na/K-ATPase [122]
Endothélium Recepteur NO, prostaglandines,
Methacholine dépendant Muscarinique VD EDHF [111,123]
Récepteur
alpha chez les
cellules Différentes voies
vasculaires intracellulaires qui
Noradrénaline Endothélium musculaires dépendent du type de
(norépinéphrine) indépendant lisses VvC récepteur alpha [112]
Récepteur
alpha chez les
cellules Différentes voies
vasculaires intracellulaires qui
Endothélium musculaires dépendent du type de
Phenylephrine indépendant lisses vC récepteur alpha [93]
Sodium Endothélium [108, 110,
nitroprussiate indépendant VD Donneur de NO 111, 124]
Endothélium Récepteur Probable
Substance P dépendant NK1 VD production de NO [111]

NK1 neurokinin 1; NOS, Synthase de l'oxide nitric; CGRP, calcitonin gene-related peptide; EDHF,

endothelium-derived hyperpolarizing factor, VD Vasodilatation VC Vasoconstriction.

Tableau 3:Tests microvasculaires non invasifs avec intervention pharmacologique.

D'apres [82].
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2.2.3 Limites et problémes techniques du laser Doppler

2.2.3.1 Mesure de flux sanguin cutané plutét que la vraie perfusion sanguine tissulaire.

Une limite majeure de la technique du laser doppler est I’impossibilité de mesurer les valeurs
absolues de perfusion (par exemple débit sanguin cutané en ml/min relatif au volume ou au
poids du tissu). Les mesures dans la plupart des études sont exprimées en unités arbitraires de
perfusion (PU) ou millivolts (1 PU =10 mV) et sont souvent désignées comme des flux.
Toutefois, cela ne permet pas la comparaison des valeurs du flux ou de la conductance
absolue entre les études qui utilisent des sondes, des marques d'appareil ou des sites de

mesure différents.

2.2.3.2 Absence du zéro biologique

Le flux n’atteint pas la valeur zéro lorsque la perfusion est absente. Le mouvement brownien
de macromolécules résultant de I'espace interstitiel contribue au signal restant lorsque le flux

de globules rouges est absent. Il n’y a de ce fait pas de zéro biologique.

2.2.3.3 Variabilité spatiale

Le laser Doppler se référe a une technique a sonde unique dans laquelle la sonde est située sur
la peau et est utilisée pour enregistrer des vitesses et des concentrations de cellules sanguines
en mouvement dans un volume de 1 mm® ou moins, en fonction de sa longueur d’onde. En
raison de la pénétration du signal, on enregistre la vitesse et la concentration de la boucle
papillaire hypo-épidermique en plus des artérioles situées dans le derme médian et superficiel.
Les premiceres sondes s'appuyaient sur une fibre laser unique et un enregistreur unique. Les
nouvelles sondes sont plus sophistiquées et utilisent une seule fibre laser Doppler entourée de
plusieurs fibres pour la réception du signal. Cela permet 1'étude d'un volume plus important et

minimise les variations spatiales et I'hétérogénéité du flux vasculaire cutané.
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2.2.3.4 Reproductibilité

Le laser Doppler a souvent été considéré comme peu reproductible. Cependant, la principale
source de variation est le site de mesure. Lorsque le site d'enregistrement est standardisé, la
reproductibilité journaliere de I'hyperémie post occlusive, hyperthermique et aprés Ach
(exprimée en valeurs absolues) est bien corrélée avec le flux de la dilatation de l'artere
brachiale apres une ischémie, chacun ayant un coefficient de variation <10% [125, 126]. En
revanche, le coefficient de variation normalisé par rapport au flux sanguin cutané est
beaucoup plus élevé [85].

Chez les humains, le flux sanguin cutané est trés sensible aux variations de la température
ambiante. Ces problémes peuvent étre en partie surmontés en utilisant une chambre a
température contrdlée ou une sonde chauffée a une température neutre (33.8°C). Méme en

utilisant ces précautions, le flux basal reste extrémement variable [90].

2.2.4 Déterminants

L’endothélium joue un réle majeur dans la régulation du tonus vasculaire et le développement
de I’athérosclérose [127]. Les composants du syndrome métabolique, comme le diabéte [128],
I’HTA, la dyslipidémie et 1’obésité, sont corrélés a la dysfonction endothéliale [129-132].

De nombreuses études ont mis en évidence une atteinte de la structure et de la fonction de la
microcirculation artérielle lors de situations pathologiques (coronaropathie, atteinte vasculaire
artérielle périphérique, diabete, hypertension). Des études récentes ont montré 1’influence du
surpoids ou de I’obésité et de I’insulino-résistance sur le recrutement capillaire post-occlusif

[133] et la densité capillaire [ 132, 134, 135].

2.2.5 Pronostic

A notre connaissance il n'y pas eu des études prospectives sur la valeur prédictive du flux
sanguin cutané (FSC) sur la morbi-mortalité cardiovasculaire.

La fonction microcirculatoire pourrait étre corrélée a la fonction d’autres arteres :

- Artériopathie périphérique : une étude de la vasomotricité de la microcirculation cutanée a
été utilisée afin d'évaluer la maladie vasculaire périphérique [136] et les auteurs ont suggéré
que le FSC pourrait étre utilisé pour détecter rapidement la dysfonction des arteres
périphériques.

- Circulation coronaire : une autre étude a corrélé le FSC avec la perfusion myocardique chez

des sujets sains. Le FSC restait représentatif de la fonction microvasculaire généralisée, y
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compris celle de la circulation coronaire chez des sujets sains [137]. Les patients ayant un
angor microvasculaire avec des coronaires saines semblent avoir une perte de la réserve de
vasodilatation qui affecte non seulement leur circulation coronaire mais aussi leur lit artériel

périphérique [138].
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2.2.6 Résumé
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Le réflexe neuronal de la circulation de la peau humaine se fait des nerfs sympathiques
vasoconstricteurs et vasodilatateurs noradrénergiques. Nous pouvons étudier le flux sanguin cutané
avec l'utilisation du laser Doppler une technique basé sur la réflexion d'un faisceau de la lumiére laser.
Les avantages de cette technique sont la profondeur de mesures cutanée (~1-1.5 mm) et la possibilité
des enregistrements de longue durée.

Cette technique présente certaines limites comme les artefacts liés aux mouvements, 1I’impossibilité de
mesurer les valeurs absolues de perfusion (par exemple 1'expression du débit sanguin cutané en ml/min
relatif au volume ou au poids du tissu), I'absence du zéro biologique, de la variabilité spatiale et de la
mauvaise reproductibilité avec des variations selon le site de mesure.

L'analyse spectrale vasomotrice avec la transformation de Fourier d'un signal périodique nous fournit
des renseignements complémentaires (un enregistrement de 30 minutes est nécessaire pour 1'étude des
fréquences basses). Cette approche peut décomposer le signal en 5 fréquences: 1) oscillations qui
représentent l'influence du battement de coeur (2 1 Hz), 2) de la respiration (0,3 Hz), 3) de I’activité
myogene (0,1 Hz) et 4) de I'activité neurogene (0,04 Hz) et a la fin 5) 'oscillation a 0,01 Hz est
dépendent de 1’endothélium

Nous pouvons mesurer la fonction endothéliale avec des méthodes de stimulation non
pharmacologiques comme l'hyperémie thermique qui est une technique endothélium dépendent et
I'hyperémie post-ischémique une technique qui est a la fois endothélium dépendent et indépendant ; les
méthodes pharmacologiques soit sur 'administration par iontophorese (sous l'influence d'un courant
¢lectrique de faible intensité) de substances comme I’ Ach (réponse endothélium dépendant) soit par
microdialyse (administration des substance dans I'espace interstitiel). L’utilisation par iontophorése
d'autres substances comme la bradykinine, la methacholine et la substance P peut évaluer la réponse
endothélium dépendante.

La nouvelle technique d'imagerie permet d'étudier une surface cutanée plus importante par rapport au
laser Doppler classique, est I'imagerie de contraste utilisant la granularité laser (SPECKLE), son
désavantage est que les mesures ne dépassent pas la profondeur de ~300 pm.

Peu d'études ont corrélé le flux sanguin cutané a la fonction d’autres arteéres comme dans le cas de de
l'artériopathie périphérique ou la circulation coronaire.

L'extrapolation des résultats sur la macrovascularisation et qui provient des études de
microvascularisation et vice versa n'est pas évidente car les facteurs métaboliques sont probablement
plus importants dans la régulation de la fonction microvasculaire et le dysfonctionnement
microvasculaire est probablement un indicateur précoce du risque.

A notre connaissance il n'y pas des données sur 'action des analogues d'insuline apres échec des
antidiabétiques oraux en association a la metformine et sur 'effet de 1’état nutritionel sur la

microcirculation.
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2.3 Rigidité artérielle
2.3.1 Physiologie

2.3.1.1 Systéme circulatoire artériel

On estime que 1’arbre artériel peut se décrire comme un modele de type propagatif. Il
consiste en un tube viscoélastique dont les propriétés élastiques génerent une onde de
pression incidente provenant du cceur. Les ondes sont réfléchies au niveau des bifurcations
périphériques des arteéres de conduction et des arteres musculaires plus petites, a résistance
¢levée. La géométrie, le nombre des artérioles et [1’architecture du réseau de
microvascularisation jouent un rdle important dans la réflexion de I’onde incidente.

La constriction artérielle et artériolaire conduit a des points de réflexion plus proches du
ceeur et a des ondes de réflexion aortique plus précoces [139, 140].

Par conséquent, la forme de I’onde de pression enregistrée au niveau de 1’aorte
ascendante peut étre décrite comme la somme de 1’onde de pression incidente générée par le
ceeur et de 1’onde de pression réfléchie par la périphérie .

S’il n'y avait pas de réflexion, I'onde de pression de la racine de l'aorte serait atténuée. La
connexion du réseau avec ses bifurcations génére des ondes réfléchies qui commencent avant
la fin de la systole. L’onde de pression réfléchie (Pr) a partir des branches artérielles est
superposée a I’onde de pression incidente (Pi) provenant du coeur pour générer I’onde de
pression aortique (P=Pi+Pr). L’onde de la pression réfléchie augmente la pression de la
perfusion coronarienne (95% de la perfusion sous endocardique).

Les propriétés élastiques des arteres de conduction varient le long de 1’arbre artériel, les arteres
proximales étant plus élastiques et les artéres distales plus rigides. Cette hétérogénéité dans la
rigidité artérielle a des conséquences physiologiques et physiopathologiques importantes.

Les propriétés de I'onde de réflexion ont un effet considérable sur la charge du ventricule
gauche. L'amplitude de la réflexion est déterminée principalement par les propriétés de la paroi
des petites arteres périphériques musculaires et les artérioles, alors que le moment (timing) de
réflexion est déterminée principalement par les grandes artéres élastiques [141].

Si une rigidité artérielle est présente, 1’onde de pression réfléchie aura un retour beaucoup plus
rapide et va modifier de facon significative I’onde de pression aortique.

En effet, une onde de pression propagée le long d’un tube viscoélastique sans site de réflexion
est atténuée progressivement. Par contre, une onde de pression qui se propage le long d’un tube
avec de nombreuses branches est progressivement amplifiée distalement en raison des ondes de
réflexion. En particulier, dans les artéres périphériques, la réflexion des ondes amplifie 1’onde
de pression en raison de sites de réflexion plus proches des sites périphériques que des arteres
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centrales.

2.3.1.2 Conséquences
La rigidité artérielle induit un retour précoce de 1'onde incidente pendant la systole, ce qui

provoque une augmentation de la PA centrale, de la charge ventriculaire gauche et la
diminution de l'aire sous la courbe de la pression diastolique x temps (DTI) [141]. Tous ces
phénomenes peuvent augmenter le risque cardiovasculaire pour un accident vasculaire cérébral
(AVC), I'hypertrophie du ventricule gauche et 1'ischémie myocardique.

Les modifications des PA centrales ne sont pas détectées par la mesure de la PA périphérique.
L'augmentation de la PA systolique centrale (PAS-C) et de la pression pulsée (PP) centrale,
c'est-a-dire la différence entre la PA systolique (PAS) et diastolique (PAD) augmentent le
risque cardiovasculaire pour un AVC.

L'augmentation de la charge ventriculaire gauche augmente l'hyperertrophie ventriculaire
gauche.

Le retour précoce de l'onde incidente pendant la systole diminue la perfusion coronaire et

augmente le risque d’ischémie myocardique.

2.3.1.3 Phénomene d’amplification des pressions pulsées.

On observe une amplitude de I’onde de pression plus élevée dans les artéres périphériques que
dans les arteres centrales, appelée phénomene d’amplification. La pression pulsée (PP) est donc
plus élevée en périphérie qu’au niveau central.

L'amplification résulte des oscillations périodiques d'ondes de pression, qui sont propagées et
qui sont reflétées dans les artéres caractérisées par des propriétés visco-¢lastiques non

uniformes.

L'amplification de l'aorte a I'artére brachiale de I'onde de pression est atténuée chez des sujets
agés en raison de I’augmentation précoce de 1'onde de réflexion et de I'augmentation rapide de
la PAS centrale (PAS-C) et ainsi de la PP.

En outre, la PP périphérique n’est pas une évaluation fiable de la PP centrale chez les sujets
jeunes car il existe une relation inverse entre 'amplification et la PAD. En revanche, les PP
périphériques et centrales ne suivent pas de modifications paralléles chez les sujets plus agés.
De ce fait, la PP brachiale ne peut pas étre utilisée comme un marqueur de PP aortique, en

particulier chez des sujets jeunes [142].
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2.3.1.4 Variabilité de I'amplification des pressions pulsées

De fagon physiologique, la PP aortique ou centrale (PP-C) est inférieure a la PP brachiale ou
périphérique (PP-P) pour la méme PA moyenne centrale (PAM-C) et la méme PAD-C [143-
145]. La différence entre PP-P et PP-C, appelé amplification de la PP, est d'environ 14 mm Hg
[146] et peut étre exprimée soit comme la différence soit comme le rapport entre ces deux
pressions. Des études récentes ont montré que l'amplification de la PP pourrait €tre un
meilleur facteur pour la prédiction du risque cardiovasculaire que les PA-C et PA-P seules, en
particulier chez les sujets avec une insuffisance rénale sévere ou ayant une HTA essentielle et
un age avancé [143].

La PP-P devient supérieure a la PP-C quand I'onde sphygmique passe a travers des conduits
artériels caractérisés par une réduction progressive de diameétre et une rigidité accrue. La
réflexion d'ondes a partir de la périphérie exerce leur influence principale sur I'amplification
des PP en augmentant la PAS-P plus que la PAS-C. Par conséquent, en condition
physiologique, la charge pulsatile est plus faible dans les arteres centrales que dans les arteres
périphériques, protégeant ainsi le cceur contre 1'exces de charge [147].

L'amplification de la PP, trés variable chez le méme sujet et entre les sujets, est modulée par
des facteurs non modifiables et modifiables : principalement la vieillissement vasculaire et la

FC [148].

2.3.2 Exploration clinique de la rigidité artérielle

2.3.2.1 Mesure de la vélocité de I’onde de pouls aortique

On estime que la mesure de la vélocité de ’onde de pouls (VOP) est une méthode robuste,
reproductible, non invasive et simple permettant la détermination de la rigidité artérielle
mesurce le long de ’aorte et de la voie aorto-iliaque [149]. L’aorte est considérée comme la
plus intéressante cliniquement car 1’artére et ses premieres branches sont en rapport direct avec
le ventricule gauche cardiaque et contribuent pour une majeure partie a la fonction
d’amortisseur des arteres [149]. Par ailleurs, la VOP aortique, comme nous le verrons plus tard,

est un prédicteur indépendant d’événements cardio-vasculaires.

La VOP est la vitesse de I’onde de pression pendant la traversée d’un segment artériel. La base

théorique de sa mesure dépend de 1’équation de Moens-Korteweg :

!' (ModuledeYoung)x h

VoP =,
| 2rp
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dans laquelle p est la densité du sang, h 1’épaisseur et r le rayon de I’artére. Le module de
Young est un parametre physique qui représente la rigidité des matériaux élastiques. Plus une
artére est rigide, plus le module de Young est élevé et plus I’onde de pouls circule rapidement
dans I’artere. En pratique, la VOP est calculée en divisant la distance entre deux sites de
mesure de I’onde de pression par le temps que 1’onde de pression a mis pour aller du premier
site au second site. Plusieurs méthodes non invasives permettent de calculer la VOP chez
I’homme, utilisant des capteurs mécaniques de pression (Complior®), tonometre d’aplanation
(SphygmoCor®), échographe (Wall Track®, Artlad®) ou des systémes doppler [139].

Le pied de I’onde est défini en fin de diastole, quand I’augmentation initiale de 1’onde débute. t
représente le temps de transit du pied de I’onde sur le segment artériel dont la longueur (L) est

mesurée. La VOP est le rapport entre AL sur At.

2.3.2.2 Evaluation de I’onde de pouls central

L’analyse de I’onde de pouls doit étre effectuée au niveau central, car comme nous
I’avons vu précédemment, les mesures au niveau brachial surestiment les mesures centrales, en
particulier chez le sujet jeune en raison du phénomeéne d’amplification. L’onde centrale de
pouls représente la vraie charge imposée au ventricule gauche et a la paroi des artéres centrales
larges.

Les mesures doivent donc étre effectuées de fagon optimale soit au niveau de la carotide,
soit au niveau de 1’aorte ascendante. Une alternative est 1’évaluation de 1’onde de pouls au
niveau radial avec une fonction de transfert déterminant la forme de 1’onde au niveau central.
La forme de I’onde de pression peut étre enregistrée de fagon non invasive avec une sonde. La
technique tonométrique permet 1’enregistrement du pouls artériel au moyen d’un ou plusieurs
capteurs ultra sensibles aux variations de pression et aux mouvements des tissus environnant
I’artere étudiée. Basée sur le principe selon lequel la force nécessaire pour aplatir une artére est
¢gale a la pression intra-artérielle, elle est applicable a toutes les artéres de distribution

superficielle : carotide, radiale, fémorale et pédieuse.
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Figure 7: Pouls périphérique (Radiale) et centrale (Aorte)

Analyse d’une onde de pouls centrale (Aorte) synthétisée a partir de l'onde de pouls
periphérique (Radiale) avec la fonction de transfert. La forme de [’'onde de pression
carotidienne est enregistrée par tonométrie d’aplanation. La hauteur du pic systolique tardif
au-dessus du point d’inflexion définit la pression d’augmentation (AP), et le ratio de pression
d’augmentation par rapport a la pression pulsée (PP) définit l'index d’augmentation Alx (en

pourcentage). PA systolique et pression pulsée (PP) sont également des index de rigidité
artérielle.
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2.3.2.3 Evaluation de I’Index d'Augmentation

Comme nous 1’avons décrit plus tot, la forme de I’onde de PA est un composite de I’onde
incidente provenant du ventricule gauche et de I’onde réfléchie. Les ondes sont réfléchies a
partir de la périphérie, essentiellement au niveau des branches artérielles.

Dans les vaisseaux ¢lastiques, la VOP est lente et les ondes de réflexion ont tendance a
survenir au moment de la diastole. Dans le cas d’arteres rigides, la VOP augmente et I’onde de
réflexion arrive au niveau des arteres centrales plus tot, s’additionnant a 1’onde initiale et
augmentant la PAS et donc la PP, toutes deux des index de rigidité artérielle. Ce phénomene
est quantifié par I'index d’augmentation (Alx), défini par la différence entre les seconds et

premiers pics systoliques et exprimé comme un pourcentage de la PP .

2.3.2.4 Index d'Augmentation et fréquence cardiaque

Dans une étude dans laquelle la FC était stimulée par étapes a l'aide d'un pacemaker,
l'augmentation de la FC diminuait 1'Alx et la réduction observée était d'environ 5,6% pour
chaque incrément de la FC de 10 battements/min. Dans la méme étude, la VOP n'était pas
associ¢e a la FC. L'explication la plus probable est celle d'un transfert efficace de 1'onde de
pression réfléchie de la systole en diastole due au raccourcissement de la durée d'éjection, ce
qui arrive avec une augmentation de la FC [150]. Afin qu'on puisse comparer les Alx sur les
différentes FC, on utilise 1'Alx ajustée sur une fréquence cardiaque de 75 battements/minute

(Alx @75).

2.3.2.5 Dissociation entre 1'Index d'augmentation et la VOP

La PAS centrale, la PP centrale et I’ Alx sont dépendants de la VOP, de I’amplitude de
I’onde réfléchie, du point de réflexion et de la durée et de 1’éjection ventriculaire. La VOP
aortique représente de facon intrinséque la rigidité artérielle au niveau de ’aorte. Certaines
conditions physiopathologiques et certains médicaments peuvent changer la PP centrale et
I’Alx sans changer la VOP aortique, suggérant un effet prédominant de 1’onde de réflexion du
pouls ou de I’éjection ventriculaire, sans changement de la rigidité aortique [149].
De ce fait, la VOP reste « I’étalon or » pour la mesure de la rigidité artérielle.
Dans une étude portant sur une population d'dge moyen et avancé [151], I'Alx n'était pas
associé a la VOP et il existait une corrélation inverse entre I'Alx et les marqueurs de la rigidité

aortique locale, indépendamment de 1'age, du sexe, de la taille, du poids et de la PAS. L'Alx
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est I'indice le plus largement utilisé pour décrire 1'onde de réflexion. L'augmentation de I'Alx a
¢té associée a la survenue d'événements cardiovasculaires et a la mortalité. Pourtant, on doit
préciser que 1'Alx ne quantifie pas I'amplitude de 1'onde de réflexion, mais plutot l'interaction
des ondes incidentes et réfléchies, car il exprime la pression telésystolique.

Par conséquent, I'Alx intégre a la fois I'amplitude et la synchronisation (timing) de ces deux
ondes de pression et est influencé par plusieurs facteurs, qui modulent le couplage ventriculo-
vasculaire, la FC (principalement de la durée d'éjection), la taille, la structure et la fonction
ventriculaire gauche, la résistance vasculaire périphérique, la PAM et la rigidité aortique
(donc de la VOP).

La dissociation entre 1'Alx et la VOP peut étre modulée par la présence de plusieurs facteurs,
tels que le vieillissement, la résistance a l'insuline, l'activité du SNA, l'inflammation et le

traitement par des médicaments (Tableau 4)[152].
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Auteur Année Journal Pathologie ou
traitement
pharmacologique

Lacy et al [153] 2004 J Hypertens Diabeéte

McEniery et al [154] 2005 J Am Coll Cardiol | Vieillissement

Vlachopoulos et al 2005 Circulation Inflammation aigué

[155]

Protogerou et al [156] 2007 Atherosclerosis Syndrome Métabolique

Lemogoum et al 2004 J Hypertens Stimulation Beta-

[157] adrenergique.

Mitchell et al [158] 2005 Hypertension Inhibiteur de I'enzyme de
coversion /inhibiteur de
vasopeptidase

Sakurai et al [159] 2007 J Hypertens Nitroglycerine

(VOP: Mesures apreés un

cathétérisme de l'aorte)

Tableau 4: Index d'Augmentation et VOP
Etudes qui ont rapporté une dissociation entre l'Index d'Augmentation et la VOP. D apres

[152]

Greenwald et al [160] ont suggéré que ces résultats pourraient étre liés au changement de la
distance efficace de réflexion, ce qui pourrait étre le résultat de la vasodilatation au niveau des
petites artéres ou artérioles, résultant en une faible résistance périphérique totale. La
sensibilité a I’insuline pourrait étre un vecteur important dans la dissociation entre la VOP et

I'Alx.
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2.3.3 Déterminants de la rigidité artérielle.

En plus de Dl’effet dominant de I’age et de la PA [162, 163], les déterminants d’une
augmentation de la rigidité artérielle sont I’obésité [164], I’intolérance au glucose [165], le
syndrome métabolique [135, 166], le diabéte de type 1 (DT1) et DT2 [167], le tabagisme
[168], ’hypercholestérolémie [166]. Si I’insulino-résistance est un élément central dans la
pathogénie de ces anomalies, nous ne disposons actuellement que de peu d’études explorant le
role de I’alimentation sur le long terme. Nous développerons ici en particulier les facteurs

métaboliques.

2.3.3.1 DT1

Il existe un grand nombre d'études montrant une augmentation de la rigidité artérielle chez les
patients avec DT1 [169-179]. Ceci est un phénomeéne précoce qui se produit avant l'apparition
des manifestations micro- ou macrovasculaires [174, 176]. En outre, la rigidité artérielle est
¢levée en présence de complications microvasculaires (par exemple, néphropathie, ou
microalbuminurie ou rétinopathie) [180]. Des résultats similaires ont été rapportés sur la PP
chez les personnes ayant un DT1. Une augmentation de la PP peut étre détectée des la
troisieme et la quatriéme décennie de vie. Le vieillissement artériel est accéléré et la relation
de PP avec I’age est encore plus marquée en présence de complications microvasculaires
[181]. Cependant, I’augmentation de la rigidité artérielle pourrait étre aussi bien la cause
(présence d'une plus grande rigidité artérielle associée a de plus grandes PA dans les petites
arteres et capillaires) que la conséquence de la microangiopathie (la diminution du réseau
microvasculaire augmente la réflexion des ondes et la PP). Ceci est discuté, tout comme
I’origine commune (par exemple, un dysfonctionnement endothélial et I'inflammation) des
deux phénomenes [182]. Pris ensemble, ces données appuient le concept de vieillissement
artériel accéléré dans le DT1 et peuvent expliquer, au moins en partie, I'augmentation du

risque cardiovasculaire chez ces patients.

2.3.3.2 Syndrome métabolique

Les études portant sur 1'association entre le syndrome métabolique et la rigidité artérielle ont
constamment montré l'augmentation de la rigidité artérielle chez les individus atteints du
syndrome métabolique ou avec un nombre d'éléments du syndrome métabolique [183-186].
Ces modifications artérielles déléteres ont été trouvées a un tres jeune age (par exemple chez

les obéses [187] adolescents et jeunes adultes [188, 189]). La rigidité accrue dans le syndrome
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métabolique semble donc étre causée par des anomalies métaboliques subtiles (et non par le
diabete pleinement développé), ce qui confirme 1'hypothese d'une atteinte précoce. En outre,
des études prospectives ont montré que l'augmentation de la rigidité artérielle avec 1'age est
supérieure chez les personnes atteintes du syndrome métabolique par rapport a celles qui sont
indemnes [190]. Le sexe modifie aussi les effets du syndrome métabolique sur la rigidité
artérielle [156]. Lors d'une régression du syndrome métabolique, 1'augmentation de la rigidité

artérielle est ralentie [191].

2.3.3.3 DT2

De fagon similaire au DT1, le DT2 présente une augmentation de la rigidité artérielle [192-
199]. Ceci est également un phénomene précoce [200] déja présent dans 1'état de prédiabete
(hyperglycémie a jeun et/ou intolérance au glucose) [198, 201, 202]. Ces résultats soutiennent
I'hypothése d'un terrain commun, ce qui suggere que les maladies macrovasculaires associées
au DT2 commencent depuis I'état pré-diabétique [203]. En outre, la présence de complications
micro- et macrovasculaires du DT2 est aussi associée a une augmentation de la rigidité
artérielle [204-206]. Comme dans le cas du DT1, l'augmentation de la rigidité artérielle liée a
l'age est plus rapide chez les personnes atteintes de DT2 par rapport aux sujets non diabétiques
[196]. L'augmentation des PP est encore amplifiée en présence de complications micro- et
macrovasculaires [207]. La PP accrue observée chez les DT2 est un facteur prédictif de la

mortalité cardiovasculaire [208].

2.3.3.4 Facteurs nutritionnels

L'amélioration de la rigidité artérielle avec des interventions non pharmaceutiques a un grand
intérét et les effets des interventions diététiques et nutritives sur la rigidité artérielle ont
montré des résultats prometteurs.

L'importance de la nutrition a été montrée dans des cohortes épidémiologiques dans lesquelles
la consommation des légumes a été associée a une rigidité artérielle moindre (VOP plus basse
de 0,5 m/sec). La diminution de la VOP semble étre plus prononcée si les habitudes
alimentaires ont commencé depuis l'enfance, ce qui met l'accent sur I'importance alimentaire
des I'enfance dans la prévention primaire des maladies cardiovasculaires [209].
L'administration de 330 ml/jour de jus de pamplemousse pendant 4 semaines a eu comme
résultat la baisse de la PAS de 2,6 mmHg [210] et I'administration de 480 ml/ jour de jus de
canneberge pendant 28 jours a diminué de 6% la VOP [211].
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Les données actuelles reposent sur un certain nombre de petits essais d'intervention
prospective de bonne qualité et suggerent que la supplémentation en AG polyinsaturés oméga-
3 et des isoflavones de soja offre un moyen de réduire la rigidité artérielle. De méme, 2 études
ont également suggéré que la consommation de produits laitiers fermentés qui contient des
peptides bioactifs diminue la rigidité artérielle (Tableau 5). La supplémentation avec des
protéines du lait associée a l'exercice réduit également la PAS, la réflexion des ondes et la

rigidité artérielle chez les jeunes femmes obéses avec pré-HTA et HTA [212].

Intervention Référence | Design Durée N Variable Participants Résultat
(semaines)
Q-3 [213] CS, Aigué 20 | VOP et Alx Sujets sains -
DB, PC
Q-3 [214] PG, 12 38 CA En surpoids -
DB, PC
Q-3 [215] CS, 6 20 CA Diabétiques 1CA
DB, PC
Q-3 [216] CS, 12 38 Pulse Sujets sains -
DB, PC stifness
Q-3 [217] PG, SB 12 92 VOP Syndrome |l VOP
Metabolique
Q-3 [218] PG, 12 67 CA En surpoids 1CA
DB, PC
Q-3 [219] PG, 8 52 CA En surpoids, 1CA
DB, PC hypertension
Q-3 [220] PG 52 84 PWV Dyslipidemie TVOP chez
le placebo
Q-3 [221] PG 105 60 VOP DT2 | VOP
Lait fermenté [222] PG, 24 89 Alx et Tr Hypertension | Alx et Tr
DB, PC (hommes)
Lait fermenté [223] PG, 10 94 Rigidité Hypertension | Rigidité
DB, PC artérielle en
ambulatoire

Tableau 5: Rigidité artérielle et produits nutritionnels.

Interventions suite a l'administration des produits nutritionnels de provenance animale.
Modifié d’apres [224]. CA, Compliance artérielle ;CS, étude croisée; DB, double-aveugle ;
PC, placebo, PG, groupes paralleles ;EPA, acide eicosapentaenoique ; DHA, acide
docosahexaenoique, -: Pas d'effet significatif, Tr: Temps de reflection de l'onde incidente.

La restriction en sel est importante dans la gestion de la rigidité artérielle. Dans une étude
récente, I'augmentation de l'apport en potassium, en plus d'un régime relativement faible en

sodium, a eu un effet bénéfique sur la PA mais sans effet sur la rigidité au cours de 4 semaines
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[225], ce qui était en contradiction avec les résultats d'une étude antérieure [226]. Les preuves
pour recommander l'utilisation de vitamines dans le but de diminuer la rigidité artérielle sont

insuffisantes. Ces études sont resumées dans le Tableau 6.
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Intervention Ref Design Durée N Variable Sujet Résultats
Vitamines (semaines)
Alx, Tr, Amélioration de
Acide PG, DB, PAS-C, toutes les
Ascorbique [227] PC 4 30 PAD-C DT2 variables
Acide PG, DB, Insuffisance
Ascorbique [228] PC 4 37 VOP cardiaque Pas d'effet
Vitamines C CS, DB, Alx et
etE [229] PC 8 30 VOP HTA non traité Pas d'effet
PG, DB,
Vitamine E [230] PC 12 41 CA DT1 Pas d'effet
CS, DB,
Folates [231] PC 3 41 | CAetVOP Hommes Pas d'effet
PG, DB, VOP, SAC, Insuffisance
Folates [232] PC 173 315 et Alx rénale Pas d'effet
PG, DB, Maladie Diminution
Folates [233] PC 16 133 VOP vasculaire PWV
Descendants
Folates et PG, DB, avec parents
pyridoxine [234] PC 104 130 | ACet AD | polyvasculaires Pas d'effet
CS, DB, VOP et
Vitamine C [235] PC Aigue 26 Alx Sains Pas d'effet
PG, DB,
Vitamine E [236] PC 192 409 CA Fumeurs Pas d'effet
CS, DB, Femmes post
Vitamine E [237] PC 10 20 VOP méno-pausiques Pas d'effet
Micro
nutriments
Acid a-Lipoic [238] CS, PC Aigue 16 Alx et Tr Sains Pas d'effet
Mineraux
CS, DB, Placebo a réduit
Sel [239] PC 6 187 | VOP etPP | HTA non traité la PP et PWV
VOP et
Sel [240] CS, SB, 4 34 Alx HTA Augmentation
PC Alx et PWV
Potassium
et CS, DB, Diminution
bicarbonates [226] PC 4 42 VOP HTA non traité PWV

Tableau 6: Rigidité artérielle vitamines et micronutriments.

Interventions par l'administration randomisée de vitamines, de micronutriments et minéraux
D’apres [224].CS, étude croisé; DB, double-aveugle; PC, placebo, PG, groupes paralléles;, EPA, acide
eicosapentanoique ; DHA, acide docosahexaenoique, CA, compliance arterielle
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Enfin, bien que les effets chroniques de la caféine ne soient pas €lucidés, il y a un niveau de
preuve suffisant pour suggérer que la consommation de caféine augmente la rigidité artérielle

en aigué [224, 241]. Le Tableau 7 résume ces études.

Durée
Intervention | Référence | Design (semaines) N Variables | Participants | Résultats
PG, DB, Diminution
Soja [242] PC 12 213 CA, VOP Sains VOP
Femmes en
Soja [243] CS, PC 8 40 Alx ménopause Pas d'effet
Augmentati
CS, SB, Femmes en on de la
Soja [244] PC 5 21 CA ménopause | compliance
CS, SB, Diminution
Soja [245] PC 6 80 CA, VOP Sains VOP
CS, SB, Diminution
Isoflavones [246] PC 5 25 VOP En surpoids VOP
Flavanole (the CS, SB, Pas d'effet
noir) [247] PC 1 19 VOP Sains sur la VOP
CS, SB, Alx et Maladie Diminution
Alcool [248] PC Aigué 15 VOP coronaire Alx
CS, SB, Alx, CPs, Augmentati
Caféine [249] PC 16 et Tr Sains on Alx
CS, SB, Alx et Augmentati
Caféine [250] PC Aigué 20 CPs Sains on Aix
Augmentati
CS, SB, Alx et on Aix et
Caféine [251] PC Aigué 20 VOP Sains VOP
CS, SB,
Ail [252] PC 12 75 VOP Sains Pas d'effet
Acide CS, SB, Sains en
linoléique [253] PC 24 401 VOP surpoids Pas d'effet

Tableau 7: Rigidité artérielle et nutriments végétales
Interventions randomisées avec des nutriments végétaux. D apres [224]

CS, étude croisé; DB, double-aveugle; PC, placebo, PG, groupes paralleles; EPA, acide eicosapentaenoique ;
DHA, acide docosahexaenoique, CA, compliance arterielle
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2.3.3.5 Insuline et Glucagon Like Peptide-1 (GLP-1).

Une administration aigué d'insuline a un effet vasodilatateur lent sur les vaisseaux
périphériques [254]. En ce qui concerne les facteurs de régulation de 1'Alx, I'insuline diminue
de fagon aigué¢ I'Alx, indépendamment des changements de la résistance vasculaire
périphérique [5] et cette action de l'insuline est diminuée chez les sujets obéses résistants a
l'insuline [255], les patients DT1 [256] et DT2 [257]. Ces résultats suggerent que la résistance
a l'insuline pourrait contribuer a la régulation de I'AIx chez les patients atteints de DT2.

Apres administration d’insuline pendant 6 mois, la diminution de 1'AIx reste présente bien que
l'insuline ait diminué les résistances périphériques [258] et des grandes arteres [259].

Aprés un traitement par liraglutide (un analogue du GLP-1) associé a la metformine vs
metformine seule pendant 12 semaines, il n'y a aucune différence entre les 2 groupes sur la
pression d'augmentation et I'Aix@75. L'absence d'effet sur la rigidité artérielle a été aussi
observée sur une étude avec un inhibiteur de DPP4 (qui augmente le GLP-1) vs un sulfamide
hypoglycémiant (qui augmente 1’insulinémie) [260].

A ce jour, il n'y pas des données sur la réponse postprandiale physiologique ou apres un
traitement par insuline ou par analogue de GLP-1, les données publi¢es ont utilisé la technique

du clamp euglycémique.
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2.3.4 Déterminants de I'amplification des pressions pulsées

2.3.4.1 Déterminants non modifiables

Comme nous I’avons vu précédemment, le vieillissement est le facteur non modifiable
principal associé a une diminution de l'amplification PP, comme le montrent les données
transversales des sujets sains [154, 261]. Avec le vieillissement, la charge cardiaque tend a
augmenter, en raison d'une augmentation de la rigidité artérielle brachiale au niveau aortique
ce qui augmente la PP centrale par rapport la PP périphérique et réduit I'augmentation PP [1].
Le vieillissement est le facteur non modifiable principal associé a une diminution de
I'amplification PP, comme le montrent les données transversales des sujets sains [154, 261].
Ceci est associé au fait que "le vieillissement vasculaire normal" est le modulateur principal
de la rigidité des grandes artéres et de 'augmentation de réflexions d'ondes, mais pas de fagon
linéaire [154].

Le sexe est le deuxieme déterminant non modifiable important: les femmes ont une
amplification de la PP inférieure a celle des hommes [148]. Cette observation est en accord
avec la constatation que les femmes ont un Alx plus élevé. La taille est positivement associée
a l'amplification de la PP, et la taille est inversement corrélée a 1I’Alx aortique. Ces
observations peuvent étre expliquées en partie seulement par le retard de la synchronisation de
I'onde réfléchie en diastole, due a une plus grande distance du site «majeur» de réflexions
(distance efficace de réflexion) chez les hommes ; les vaisseaux qui sont plus petits et plus

rigides chez les femmes peuvent jouer un role important [262].

2.3.4.2 Déterminants modifiables

L'accumulation des données a partir d'études transversales suggeére que les sujets qui
présentent des facteurs de risque cardiovasculaire traditionnels, tels que I’HTA, le diabéte,
I'hypercholestérolémie, le tabagisme ou des maladies cardiovasculaires présentent une
amplification de PP réduite, indépendante de l'dge, du sexe, de la taille et du rythme
cardiaque. Mis a part des modifications physiques dans la paroi artérielle attribuable a ces
facteurs de risque cardiovasculaire, une augmentation aigué¢ de la PAM peut augmenter la
rigidité artérielle et les vagues de réflexion, conduisant ainsi a une réduction aigué de
I’amplification. En effet, il existe une relation inverse entre la PAS moyenne et I'amplification
de PP chez les sujets hypertendus non traités, bien que cette relation puisse étre modifiée apres
un traitement [263].

Les sujets obeses et hypertendus avec un syndrome métabolique concomitant ont une
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amplification élevée de PP [264]. Cependant, ces résultats sont principalement secondaires a
la présence de FC élevées et d'ondes de réflexion atténuées chez ces patients.

La FC et les facteurs non modifiables (vieillissement et sexe) semblent étre des facteurs
prédictifs les plus importants de I'amplification de la PP par rapport aux facteurs traditionnels

modifiables (HTA, diabéte, tabagisme, hypercholestérolémie) [148].
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2.3.5 Pronostic cardiovasculaire

2.3.5.1Pression artérielle centrale : organes cibles et mortalité

Les données de la littérature montrent que la PA-C est un meilleur prédicteur des atteintes des
organes cibles que la PA brachiale. Par exemple, elle est mieux corrélée avec le diametre
interne de la carotide et 1'épaisseur de I'intima-média que la PA brachiale [265]. La PAS-C est
un déterminant de la masse ventriculaire gauche [266]. La PP-C est plus fortement reliée a la
masse vasculaire de l'artére carotide, 1'épaisseur intima-média et le score athéromateux des
plaques carotidiennes que la PP brachiale [144].

En 2002, Safar et ses collegues ont publié la premicre preuve clinique de la valeur pronostique
de la mesure de la PA-C. Chez les patients présentant une maladie rénale sévere, la PP-C
mesurée sur la carotide est un prédicteur important de la mortalité toute cause et
cardiovasculaire, alors que la PP brachiale n’avait pas de valeur prédictive pour la mortalité
[145].

Kaess et al. ont étudié de fagon prospective chez les participants de la cohorte de descendants
de Framingham les relations entre hémodynamique vasculaire et HTA. La rigidité aortique,
I'amplitude de 1'onde incidente et 'Alx étaient associ€es a un risque élevé de développer une
HTA [267].

Dans 1'étude Strong Heart portant sur 2403 participants sans antécédent cardiovasculaire a
l'entrée de 1'étude, avec un suivi moyen de 4,8 ans, la PP-C prédisait les événements
cardiovasculaires (infarctus du myocarde, maladie coronarienne, insuffisance cardiaque, mort
d'origine cardiaque et accident vasculaire cérébral) plus fortement que la PP brachiale [144].
Enfin, Cheng et al. ont récemment proposé que le seuil pour ’'HTA serait une PA-C > 130/90
mmHg [268].

2.3.5.2VOP et mortalité

Un grand nombre d'études a examiné la rigidité artérielle comme facteur de prédiction le
risque de futurs événements CV (décés, infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral,
revascularisation, accident vasculaire cérébral) et la mortalité totale [269] (Tableau 8). Les
propriétés élastiques artérielles sont de plus en plus utilisées pour la stratification du risque
dans plusieurs populations. Récemment, les Sociétés européennes d'hypertension et de
cardiologie ont proposé des recommendations pour la gestion de ’HTA et ont suggéré que la
mesure de la VOP aortique pouvait étre utilisée comme un outil d'évaluation de 1'impact

infraclinique de I’HTA sur les organes cibles [270].
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%

Premier Auteur Population Age Hommes Suivie VOP (seuil)
Année (Ref. #) (ans) (ans)
Population
Anderson et al., 2009 | générale (n = >10.6 m/s
[271] 174) 60+ 10 51.1 19.6 (tertile sup)
Blacher et al., 1999 IR terminale >12.0 m/s
[272] (n=241) 51.5+£6.3 61.0 6.0 (tertile sup)
Boutouyrie et al., 2002 | Hypertension >12.3 m/s
[273] (n=1,045) 51+12 65.0 5.7 (tertile sup)
Angor >12.5 m/s
Choi et al., 2007 [274] | (n=497) 57.7+0.1 47.7 2.6 (tertile sup)
Cruickshank et al., augmentation
2002 [275] Diabéte (n=394) | 60 £ 10 60.0 10.7 de 3.8-m/s
Laurent et al., 2001 Hypertension augmentation
[276] (n=1,980) 50+ 13 65.5 9.3 de 5-m/s
Population
Mattace-Raso et al., génerale >14.6 m/s chez
2006 [277] (n=12,835) 71.7+6.7 39.0 4.0-9.0 | les hommes ;
>14.2 m/s in
women (tertile
sup selon 'age)
Meaume et al., 2001 Sujets >70 ans >17.7 m/s
[278] (n=141) 87.1+6.6 27.0 2.5 (decile sup)
Population
Mitchell et al., 2010 générale >9.3 m/s
[279] (n=2,232) 63+ 12 42 7.8 (median)
Pannier et al., 2005 IR terminale (n =
[280] 305) 53.1£6.2 62.0 5.8 Tertile Sup
IR terminale (n = >8.2 m/s
Shoji et al., 2001 [281] | 265) 554+0.5 41.0 5.3 (median)
>9.9 m/s (Seuil
calculé apartir
Shokawa et al., 2005 Minorité ethnique d'une courbe
[282] (n=492) 63.7£8.8 44.7 10.0 ROC)
Sutton-Tyrrell et al., Sujets agés >8.4 m/s chez
2005 [283] (n=2,488) 73.7+2.9 48.0 4.6 I'homme;
>7.9 m/s chez
la femme
(median selon
'age)
Hypertension >8.8 m/s
Terai et al., 2008 [284] | (n = 676) 62 +12 55.0 4.8 (median)
Population 2,3 m/s
Wang et al., 2010 générale augmentation
[285] (n=1,272) 52+13 53 15 chez I'homme
2,5 m/s
augmentation
chez la femme
Population
Willum-Hansen et al., | générale >13.1 m/s
2006 [286] (n=1,678) 40-70 52.0 9.4 (quintile sup)

Tableau 8: Etudes de mortalité et VOP.

D'apres [269]
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2.3.5.3 AIx et mortalité

L'association entre I'AIx et les facteurs du risque cardiovasculaire traditionnels a été analysée
dans plusieurs études avec une méthodologie différente et des résultats divers [287].L'Alx est
associ¢e a un risque accru de maladies cardiovasculaires chez les populations a haut risque
[288, 289] et chez les hommes [290], tandis que son caractére pronostique chez les femmes
[291] et dans la population générale n'est pas prouvé [279].

On notera que, dans une grande étude en population générale, I’association entre Alx et
facteurs de risque dépendait de I'dge : 1'dge ayant une influence plus importante sur 1'Alx que
les facteurs de risque de maladies cardiovasculaires traditionnels [292].

L’ Alx est aussi un facteur modifiable apres une intervention pharmacologique [293, 294]. En
revanche, sa fiabilité comme mesure de la compliance vasculaire est remise en cause chez les
sujets agés [154]. La mesure de I’ Alx est plus facile et nécessite moins de temps que celle de

la VOP [295].

2.3.5.4 Implications pour I’intervention médicamenteuse

La PP élevée reflete I'augmentation de la rigidité des troncs artériels et est associée a
un risque accru d'événement cardiovasculaire notamment chez les sujets agés [296, 297]. La
PP-C et I’Alx ont probablement une meilleur valeur pronostique [145]. La VOP aortique est
un facteur prédicteur indépendant de la mortalité chez les diabétiques et les insuffisants
rénaux dialysés [298]. Le meilleur parametre devra étre a la fois un bon prédicteur, facile a
réaliser avec une bonne reproductibilité et peu colteux. Pour l'instant, tous ces parametres

sont utilisés et le brassard a tension n'est pas encore détroné.

Certains antihypertenseurs pourraient fournir une protection des organes cibles au-dela de leur
effet sur la diminution de la PA brachiale. Ces grands essais multicentriques, comparant deux
traitements actifs, comprennent la Second Australian National Blood Pressure Study [299],
Losartan intervention pour End Point Réduction de I'hypertension (LIFE) [300], Anglo-
Scandinavian Cardiac Outcomes Trial (ASCOT) [301] et ACCOMPLISH [302]. Toutes les
études ont montré des avantages cliniques d’une stratégie de réduction de la PA par les
inhibiteurs des canaux calciques ou par un inhibiteur du systeme rénine-angiotensine
(inhibiteur de I'enzyme de conversion (IEC) ou antagoniste des récepteurs de I'angiotensine
(ARA2)). Ces thérapeutiques étaient supérieures aux traitements basés sur un -bloqueur (BB)
ou sur un diurétique thiazidique, pour un méme niveau de la PA brachiale.

Le plus grand essai controlé randomisé mené pour tester I'hypothése d'un bénéfice clinique de
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la réduction des PA-C était 1'étude Conduit Artery Function Evaluation (CAFE) [303] pendant
laquelle les PA-C étaient mesurées par tonometrie d'aplanation. Malgré une PAS brachiale
similaire entre les groupes de traitement (A 0,7 mm Hg; P = 0,2), I’amlodipine réduisait plus
la PAS-C (A 4,3 mm Hg; p <0,0001) et la PP-C (A 3,0 mm Hg; P <0,0001) que I’aténolol.

Ces réductions des PA-C ont été associées a une réduction significative des événements
cardiovasculaire et du développement de l'insuffisance rénale. Le Tableau 9 résume 1’effet de

certaines classes d’antihypertenseurs sur I’Alx et la VOP.

Classe médicamenteuse Alx VOP
Diurétiques Pas d'effet Pas d'effet
Inhibiteurs des canaux Amélioration Amélioration

calciques (dihydropyridines)

Inhibiteurs de I'Enzyme de Amélioration Amélioration
Conversion
Antagonistes du récepteur de Amélioration Amélioration

I'angiotensine

Tableau 9: Traitements antihypertenseusr et rigidité artérielle
Effets des traitements antihypertenseurs sur les indices de la rigidité artérielle. D'apreés [304]

Une autre étude prospective ouverte a plus petite échelle a cherché a déterminer 1'utilité de la
PA-C pour guider la gestion de ’'HTA et la décision thérapeutique. Le résultat étonnant de
cette étude était l'arrét du traitement chez 16% des participants dans le groupe avec des
mesures de la PA-C. Dans ce groupe il y a eu une diminution progressive importante de la
dose quotidienne [305]. Malgré cela, il n'y avait pas de différence entre les groupes sur l'indice
de masse ventriculaire gauche, la mesure ambulatoire sur 24 heures de la PA, la PAS ou la
rigidité aortique. L'utilisation de ces mesures pourrait aider a diminuer les complications

iatrogenes et individualiser le traitement anti hypertenseur.
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2.3.6 Résumé

X/
L %4

La forme de I’onde de pression enregistrée au niveau de 1’aorte ascendante peut étre
décrite comme la somme de 1’onde de pression incidente générée par le coeur et de

I’onde de pression réfléchie par la périphérie

Ce phénomene a comme conséquence dans le cas de la rigidité artérielle le retour
précoce de 1'onde incidente pendant la systole, ce qui provoque une augmentation de
la PA-C, de la charge ventriculaire gauche et la diminution de la perfusion

myocardique pendant la diastole avec une augmentation du risque cardiovasculaire

L'amplification des PP résulte des oscillations périodiques d'ondes de pression, la PP-
P devient supérieure a la PP-C quand I'onde sphygmique passe a travers des conduits

artériels ce qui a comme résultat I'amplification des pressions pulsées.

La rigidité arterielle peut etre mesurée par la vélocité de 1’onde de pouls (VOP), la

PA-C et par I’Alx

L'Alx integre a la fois I'amplitude et la synchronisation (timing) de ces deux ondes de
pression et est influencé par plusieurs facteurs, qui modulent le couplage ventriculo-
vasculaire, la FC (principalement de la durée d'éjection), la taille, la structure et la
fonction ventriculaire gauche, la résistance vasculaire périphérique, la PAM et la

rigidité aortique (donc de la VOP).

La dissociation entre I'Alx et la VOP peut étre modulée par la présence de plusieurs
facteurs, tels que le vieillissement, I'activité du SNA, l'inflammation et le traitement

par des médicaments.

La sensibilité a I’insuline pourrait modifier la distance efficace de réflexion, ceci
pourrait €tre le résultat de son action vasodilatatrice au niveau des petites artéres ou
artérioles, résultant en une faible résistance périphérique totale (a cause de
I'augmentation du recrutement capillaire).L'insuline diminue de fagon aigué I'Alx
indépendamment des changements de la résistance vasculaire périphérique [5]. La
sensibilité a I’insuline pourrait étre un vecteur important dans la dissociation entre la

VOP et I'AIx.

L'amélioration de la rigidité artérielle avec interventions diététiques et nutritives sur la
rigidité artérielle ont montré des résultats prometteurs (diminution de la VOP jusqu'au

0,5 m/sec).
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Avec le vieillissement, en raison d'une augmentation de la rigidité artérielle la PP
centrale augmente beaucoup plus au niveau aortique par rapport la PP périphérique

et réduit le ratio d'augmentation PP [1].

Les données de la littérature montrent que la PA-C est un meilleur prédicteur des

atteintes des organes cibles que la PA brachiale.

Le plus grand essai controlé randomisé mené pour tester 'hypotheése d'un bénéfice
clinique de la réduction des PA-C sur la morbi mortalité était I'étude Conduit Artery

Function Evaluation (CAFE)

Dans une méta-analyse récente la relation plus importante de la PAS-C par rapport a
brachiale avec des indices cardiaques et vasculaires de dysfonctionnement
subclinique. Ces résultats soutiennent I’hypothése physiologique que la PAS-C est

plus représentative de la charge hemodymanique imposée aux organes cibles [4].

La mesure de la PAS-C peut étre utilisée sur la pratique clinique pour
l'idividualisation du traitement antihypertenseur et éviter les effets secondaires

iatrogenes surtout sur la population des sujets agés.

A la question quel parametre utiliser? Il y a toujours de nouveaux indices comme la
pression du réservoir (PRI) qui sont intéressants. Dans une analyse rétrospective des
données de I'é¢tude CAFE [6] qui peut étre estimée a partir de la forme d'onde de
pression et correspond au travail hydraulique minimum théorique nécessaire pour
produire le volume d'éjection est corrélée avec la pression de 1'onde réfléchie et de

prédit des événements cardiovasculaires chez les patients a haut risque.

L'intégrale de I'exces de pression (XSPI) c'est a dire la différence entre la PAS de
I'onde mesurée et de la pression du réservoir représente un indice de travail
supplémentaire effectuée par le ventricule dans chaque cycle cardiaque, reste un

facteur de la dysfonctionne circulatoire et prédit les événements cardiovasculaires

A ce jour, il n'y pas des données sur la réponse postprandiale physiologique post
prandiale ou apres un traitement par insuline, les données publiées ont utilis¢ la

technique du clamp euglycémique.
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2.4 Le systéme nerveux végétatif ou autonome (SNA)

Le SNA régule des fonctions dont certaines échappent au contrdle volontaire, comme la
régulation du systeme cardio-vasculaire dont nous parlerons en particulier dans cette thése.
Le SNA peut ainsi avec la sécrétion des catécholamines et des réseaux neuronaux participer
a la régulation des rythmes circadiens de la PA et de la FC [306]. En outre, il est responsable
de l'adaptation aux situations de stress, comme des réponses de type "fight or flight",

I’orthostatisme, 1’exercice physique, le choc thermique ou émotionnel [307].

2.4.1 Physiologie

2.4.1.1 Architecture du SNA
Le SNA se compose de deux parties anatomiques et fonctionnelles distinctes : le systeme

sympathique et parasympathique.
24.1.1.1 Voies afférentes

Les fibres afférentes se dirigent vers le systéme nerveux central et apportent les informations
des chémorécepteurs et des barorécepteurs situés dans les parois de la veine cave, des
oreillettes, des ventricules ou des veines pulmonaires. Les fibres afférentes commandent les
réponses réflexes des muscles lisses des différents organes et la FC.

Les informations sont véhiculées dans les fibres afférentes cheminant dans le nerf vagal ou
dans le réseau sympathique épicardique. Leur rdle est I'adaptation réflexe de la fonction
cardiovasculaire aux variations de charge imposées au myocarde [308]. On considere
classiquement que ces fibres constituent des afférences nociceptives et sont responsables de

la sensation de douleur cardiaque, coronarienne ou vasculaire périphérique.
24.1.1.2 Voies efférentes

Les fibres pré-ganglionnaires de la moelle épiniére se terminent dans les ganglions du tronc
sympathique, transmettant eux méme un signal a médiation cholinergique aux fibres post-
ganglionnaires. Ces fibres sont adrénergiques, le neuromédiateur étant la noradrénaline
(NA). Le rapport entre les fibres pré- et post-ganglionnaires est de 1/20. Chaque nerf
sympathique établit également une synapse dans les ganglions sus- et sous-jacents. La
multiplicité de ces connexions explique la diffusion de la réponse sympathique au-dela du
segment d’ou provient le stimulus.

Les fibres nerveuses sympathiques pour le cceur et les vaisseaux proviennent de la région

thoraco-lombaire entre le premier segment dorsal et le deuxiéme ou le troisieme segment
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lombaire. Les fibres issues du ganglion stellaire sont particulieérement importantes, celles
issues du coté droit innervent préférentiellement 1'oreillette droite et la région sino-atriale, et
celles issues du c6té gauche innervent préférentiellement le ventricule gauche [308].

Les deux catécholamines endogénes sont 1’adrénaline et la noradrénaline et ont une activité
agoniste sur les récepteurs a et f adrénergiques.

Les vaisseaux et le ceeur ont des récepteurs a et B : o; au niveau des vaisseaux (leur
stimulation induit une vasoconstriction), ; au niveau cardiaque (actions inotrope et

chronotrope positives) et , au niveau des vaisseaux (vasodilatation) (Tableau 10).
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Tissue Récepteur Stimulation Stimulation
Sympathetique Parasympathetique
Coeur B1, B2 FC1 FC|
Contractilité 1 Conduction|
Conduction 1
Artérioles
Peau al Constriction —
Visceres al Constriction —
abdominaux.
Reins al Constriction —
Muscle al, B2 Constriction (plus —
faible)
Foie al, B2 Glycogénolyse —
Gluconéogenese
Tissue adipeux B3 Lipolyse —
Glandes Muscarinique; Transpiration —
sudoripares al
Médullosurrénale Nicotinique Sécrétion d'adrénaline, —
noradrénaline?
Estomac
Motilité al, B2 Diminution Augmentation
Sphincters al Contraction Relaxation
Sécrétion Stimulation
Intestine
Motilité al, B2 Diminution Augmentation
Sphincters al Contraction Relaxation
Sécrétion Stimulation
Pancreas
Exocrine o Sécrétion d'enzymes | Sécrétion d'enzymes 1
Endocrine a, B, Sécrétion d'insuline | Sécrétion d'insuline 1
Muscarinique
Rein B1 Sécrétion de Rénine —

Tableau 10: Activité du SNA et specifiicté tissulaire.
Effets de l'activité du SNA sur certains tissus. D'apres [310].
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Le neuromédiateur au niveau des fibres pré et post-synaptiques est 1’ Ach. Les récepteurs

cholinergiques peuvent étre de 2 types : muscariniques (au niveau des organes comme le

cceur) et nicotiniques (ganglion végétatif). Le Tableau 11 résume les Tableau 11:

Caractéristiques des neurotransmetteurs et leur site de sécrétion.

transformation
métabolique par la
monoamine oxydase
(au sein de terminaison
nerveuse) ou par la
catéchol-O -méthyl-
transférase au sein du

foie.

Acétylcholine Noradrénaline Adrénaline
Site de Neurones La plupart des neurones | 80% de la sécrétion
sécrétion préganglioniques du | postganglioniques et de la
SNA, tous les 20% de la sécrétion de | médullosurrénale
neurones la médullosurrénale
parasympathiques
postganglioniques et
quelques neurones
sympathiques
postganglioniques
dirigés vers les
glandes sudoripares
Récepteur Nicotinique al, a2, Bl al, a2, B1, B2
Muscarinique (adrénergique) (adrénergique)
(cholinergique)
Terminaison | Dégradation Recaptage par les Transformation
de l'activité | enzymatique par la terminaisons nerveuses; | métabolique par la
cholinestérase diffusion de la synapse, | catéchol-O -méthyl-

transférase au sein

du foie

Tableau 11: Caractéristiques des neurotransmetteurs

D'apres [310].
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2.4.1.2 Regulation du SNA cardiovasculaire

24.1.2.1 L'arythmie respiratoire sinusale

L'arythmie respiratoire sinusale (ARS) est la fluctuation au cours du cycle respiratoire de la
FC de battement a battement. L'ARS agit afin d'amortir les fluctuations de la PA et a pour
fonction physiologique de coordonner la perfusion et la ventilation pulmonaire et augmenter
l'oxygénation [311, 312]. L'hypercapnie est associée a I'augmentation de la FC et de
'amplitude de I'ARS. L'amplitude de I’ARS peut donc augmenter indépendamment de la
diminution de la FC. [310]

Les mécanismes de I’ARS sont multiples :

- Dilatation mécanique du noeud sino-atrial pendant l'inspiration Bernardi et al. [313] ont été
les premiers a démontrer que I'ARS était toujours présente chez les patients apres une
transplantation cardiaque, bien que I'amplitude de I’ARS soit réduite a 2-8% de la réponse
normale. Cette observation a été confirmée par d'autres groupes et il est maintenant admis que
les changements de la pression intrathoracique pendant la respiration résultent de la dilatation
et la relaxation du nceud sino-atrial et produisent de petites augmentations de la FC pendant
l'inspiration.

-Mécanismes centraux

L'influence centrale de l'activité respiratoire sur le controle vagal et sympathique cardiaque est
aussi généralement admise [314].

-Pressions intrathoraciques

Le troisieme mécanisme contribuant a I’ARS est que la diminution de la pression
intrathoracique qui se produit pendant l'inspiration produit une diminution du volume
d'éjection du ventricule gauche, produisant une diminution de la PA. Cette diminution de la
PA conduirait a une augmentation de la FC par la médiation du baroréflexe observé pendant
l'inspiration.

Il y a cependant deux arguments contre le role des baroréflexes. L'élimination de la
stimulation auriculaire par un pacemaker diminue en méme temps les oscillations de la PA
mais augmente les fluctuations de la PA. Ce résultat suggere que I’ARS n'a pas agi comme un
tampon par le biais des baroréflexes sur les fluctuations de la PA [315]. L'autre argument
contre un réle du rétrocontréle des baroréflexes dans la genese de 'ARS est le temps requis
pour cette réponse [314]. La latence temporelle entre les changements de la PA et l'arrivée de

la prochaine onde P est trop réduite pour que ce mécanisme contribue a la ARS.
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2.4.1.2.2 Barorécepteurs

Les barorécepteurs sont localisés d’une part dans le mur des grosses artéres systémiques
du thorax et plus particulicrement au niveau du sinus carotidien et de la crosse aortique
(barorécepteur de haute pression) et d’autre part au niveau de I’oreillette droite et des
vaisseaux pulmonaires (barorécepteurs a basse pression). Les impulsions issues des
barorécepteurs carotidiens, non détectées en dessous d'une PA de 60 mmHg, sont
progressivement croissantes avec 1’élévation de la PA. Ces impulsions n’augmentent plus

lorsque la PA dépasse 180 mmHg [316, 317]..

2.4.1.3 Régulation a court terme de la pression artérielle

Dans les conditions physiologiques, la régulation a court terme de la PA est
essentiellement sous la dépendance de deux arcs réflexes inhibiteurs : le premier est li¢ au
systéme artériel a haute pression et le deuxiéme au systéme a basse pression au niveau
cardiaque. Les centres et les efférences sont communs et leur fonctionnement est
complémentaire. La pression stimule des mécanorécepteurs sensibles a la déformation qui
seront par la suite a I’origine d’une freination du tonus sympathique permanent,
proportionnelle au stimulus.

L’importance du controle baroréflexe dans 1’adaptation hémodynamique au changement
de posture est fondamentale. Lors du passage rapide de la position couchée a la position
debout, on observe classiquement une chute de la PA dont I’origine est probablement une
vasodilatation musculaire insuffisamment compensée par 1’augmentation du débit cardiaque.
Dans ces circonstances, la diminution des décharges issues des barorécepteurs carotidiens
provoque une diminution des influx inhibiteurs vers les centres vasomoteurs qui induit une
inhibition vagale et une activation sympathique. Celle-ci se traduit par une augmentation de la
FC, de la contractilité et du tonus vasomoteur [317].

En revanche, le systéme baroréflexe est peu impliqué dans la régulation a long terme
de la PA. En effet, les barorécepteurs se recentrent en quelques heures autour d’un niveau de

PA seuil, quelquesoit le niveau de ce seuil.
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2.4.1.4 Régulation gastro-intestinale et SNA

Le bon fonctionnement de 1'appareil gastro-intestinal est essentiel pour la digestion,
l'absorption et le transport de la nourriture et des résidus. La digestion nécessite la sécrétion
de fluides endogenes provenant des glandes salivaires, de l'estomac, du pancréas et de
l'intestin gréle pour faciliter la répartition intraluminale des aliments; les fluides, les
¢lectrolytes et les petits blocs de construction des macronutriments seront ensuite absorbés,

laissant des résidus non digestibles qui seront excrétés

24.14.1 Fonction sécrétoire

- Sécrétion salivaire

La stimulation olfactive, la vue, la présentation de la nourriture dans la bouche déclenchent la
stimulation des nerfs afférents qui activent les centres médullaires sécrétoires. Ces réflexes
utilisent les fibres efférentes des voies parasympathiques et sympathiques : parasympathique
avec le nerf sublingual et le nerf glossopharyngien vers les glandes sous-maxillaires et la
parotide. Les synapses avec les fibres post-ganglionnaires se trouvent dans ou a proximité des
glandes salivaires. Les fibres sympathiques innervent les glandes salivaires par l'intermédiaire
du tronc sympathique cervical, mais les centres du tronc cérébral sont mal connus. Les fibres
efférentes parasympathiques stimulent la sécrétion ductulaire, les fibres sympathiques servent
a provoquer la contraction des cellules myoépithéliales du canal.

Les glandes salivaires humaines produisent 0,5 a 1,0 litre de salive par jour a un débit
maximum de 4 ml/min. La salive facilite la parole, lubrifie la nourriture pour la déglutition et
contient de I'amylase, qui commence la digestion de 1'amidon. Les bicarbonates dans la salive

neutralisent les ingestats acides pouvant étre nocifs.
-Digestion acide : sécrétion gastrique

La sécrétion gastrique est stimulée par la vue, 1'odorat (phase céphalique) et 1'arrivée de la
nourriture dans I'estomac (phase gastrique). L'arrivée de la nourriture dans l'intestin
commande également par rétroaction une partie de la sécrétion gastrique (phase intestinale).
Le fluide sécrété contient de I'acide chlorhydrique, la pepsine sécrétée sous forme de
pepsinogene, le facteur intrinseque, des bicarbonates et du mucus. La sécrétion gastrique
d'acide et de pepsinogene suit la stimulation des voies afférentes vagales. Les voies efférentes
vagales forment des synapses avec les neurones du plexus sous-muqueux, qui sont connectés
avec des cellules sécrétrices par l'intermédiaire de la gastrine, 1'histamine et la somatostatine.
L'estomac est principalement le lieu de la digestion acide, mais également le lieu de début de

la digestion des glucides et des protéines. Dans cet organe, l'absorption est faible a 1'exception
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de certaines substances liposolubles. La présence d'une couche de mucus proteége la muqueuse

de I'estomac de l'autodigestion par la sécrétion acide.
-Digestion alcaline : sécrétion pancréatique et biliaire.

Le pancréas est constitué de facon physiologique de deux parties : exocrine et endocrine.
Seule la sécrétion exocrine sera rappelée dans ce paragraphe.

Le suc pancréatique se compose d'une composante hydro-électrolytique alcaline riche en
bicarbonates et d'une composante enzymatique. Son volume quotidien est de 200 a 800 ml en
fonction des ingestats. La sécrétion enzymatique (trypsine, lipase, amylase) est essentielle a la
digestion des protéines, des lipides et des hydrates de carbone apportés par 1'alimentation.

Les bicarbonates et le fluide sont sécrétés par les cellules ductulaires, sous l'influence de
sécrétine, alors que les enzymes sont produites par les cellules acineuses en réponse a la
stimulation vagale des neurones pancréatiques cholinergiques. La cholécystokinine (CCK),
libérée par les cellules entéro-endocrines de la muqueuse du duodénum apres stimulation
chimique par les aliments, active la sécrétion d'enzymes pancréatiques via la stimulation des
voies afférentes vagales.

La bile est continuellement sécrétée par le foie sous forme de deux fractions. La fraction
hydro-électrolytique, indépendante de sels biliaires, est sous le controle de la sécrétine et la
CCK. Elle est semblable a la sécrétion hydro électrolytique pancréatique. La deuxieme
fraction contient des sels biliaires.

La libération de la bile est controlée par le stockage dans la vésicule biliaire et par le sphincter
d'Oddi. En période postprandiale, la vésicule biliaire se contracte sous l'effet de la stimulation
vagale et de la CCK. La résistance du sphincter de 1'ampoule de Vater diminue afin de
permettre le passage de la bile vers le duodénum. En période de jelne, la sécrétion

pancréatico-biliaire est associée a la phase III du complexe moteur migrant intestinal.
-Sécrétion intestinale et absorption

L'intestin gréle produit environ 5 litres de fluide par jour permettant 1'équilibre des charges
osmotiques induites par nutriments ingérés afin d'autoriser la digestion intraluminale. D'un
point de vue hydrique, la plus grande partie des 7 litres transitant chaque jour dans le tube
digestif est réabsorbée (environ 80% dans l'intestin gréle, 20% dans le colon) lors du flux de
chyme organisée a travers l'intestin gréle et le colon. Le poids fécal est environ 200 g/jour

dans des conditions physiologiques.
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Les flux hydriques et des électrolytes sont généralement indépendants du controle neuronal
extrinseque, mais dépendent du systeéme nerveux entérique. Le plexus sous-muqueux est en
effet un élément clé du flux sanguin muqueux et de la fonction des entérocytes.
L'absorption des micronutriments est généralement déterminée par les gradients de
concentration pour le transport passif ou par des transporteurs actifs. Ces derniers sont
indirectement influencés par le systéme nerveux autonome par ses effets sur la sécrétion

salivaire, gastrique ou pancréatique.

24.1.4.2 Organisation de la motricité intestinale

La fonction des cellules musculaires lisses gastro-intestinales est controlée par la libération
des peptides et par le systéme nerveux intrinseque (ou entérique). Cette régulation fait
intervenir le SNA extrinseque, parasympathique (nerf vague, et parasympathique sacré issu
des racines S2, S3 et S4) et sympathique. Schématiquement, l'activité parasympathique
augmente la motricité intestinale alors que l'activité sympathique l'inhibe.

Les cellules musculaires lisses gastro-intestinales forment un syncytium dans lequel la
stimulation qui induit la contraction de la premiere cellule peut étre transmise a I'ensemble des
cellules des tuniques longitudinales et circulaires de l'intestin. Le pace maker de ce syncytium
est généré par le réseau de cellules interstitielles de Cajal, qui servent a coordonner la
contraction de l'intestin.

Chez I'homme, le systéme nerveux entérique est formé d'une série des plexus ganglionnaires,
sous-muqueux (Meissner), myentérique (Auerbach) et le plexus profond mésenchymateux
(Cajal). Le nombre de neurones entériques, environ 100 millions, est a peu prés équivalent au
nombre de neurones dans la moelle épiniere.

Au niveau du diaphragme, le nerf vague est composé principalement de fibres afférentes. Le
concept classique selon lequel les fibres vagales font relai avec quelques neurones moteurs est
discuté du fait du grand nombre de cellules effectrices devant se connecter avec un plus petit
nombre de nerfs pré ganglionnaires. Le concept actuel est que chaque fibre vagale commande
un circuit intégré dans la paroi intestinale et peut provoquer une réponse motrice ou sécrétoire
spécifique.

Ces circuits du systeme nerveux entérique sont également importants dans la plupart des
réponses automatisées de l'intestin, comme le réflexe péristaltique, qui persiste méme dans un
intestin totalement dénervé. Les nerfs entériques modulent également l'activité pacemaker.
Les pacemakers qui sont situées sur la grande courbature gastrique et sur le bulbe duodénal

induisent la fréquence intrinseque maximum de contractions caractéristique du segment

82



digestif : 3 par minute dans I'estomac et 12 a 14 par minute dans le duodénum. Comme dans
le cceur, dans le cas d'un dysfonctionnement du stimulateur, c'est la région la plus proche avec
la plus grande fréquence qui prend le relais. Un bon exemple du déréglement du controle
neuronal extrinseque des cellules musculaires lisses est la gastroparésie diabétique et
l'incontinence anale aprés traumatisme obstétrical. D'autres pathologies sont caractéristiques
de dysfonction du systéme nerveux entérique comme l'achalasie ou la maladie de

Hirschsprung.
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2.4.2 Meéthodes d'exploration du SNA cardiovasculaire

2.4.2.1 Recherche clinique de la neuropathie autonome cardiaque

Les explorations du SNA reposent indirectement sur les mesures de réponses
cardiovasculaires. En raison de la double innervation cardiaque, on congoit que les résultats
des épreuves autonomiques peuvent refléter une réduction de 1’activité parasympathique ou
une augmentation de I’activité¢ sympathique ou inversement. L’étude de la variabilité de la FC
et de la PA est réalisée au cours des épreuves de respiration profonde, d’orthostatisme et de
Valsalva. Les épreuves peuvent étre effectuées facilement au lit du malade ou en ambulatoire
[319].

Le patient doit étre en décubitus et au repos depuis au moins de 30 minutes. L.’exploration
doit étre réalisée a distance d’éventuels excitants du systéme cardiovasculaire (café, thé,
tabac, alcool, stress, effort physique...). Il faut tenir compte des situations exposant a toutes
modifications de la FC qui peuvent en conséquence influencer sur les résultats des épreuves
tels que la présence d'une valvulopathie avec insuffisance cardiaque, la fi¢vre, une anémie,

l'insuffisance respiratoire, l'insuffisance coronarienne ou les médicaments.

24.2.1.1 Epreuve de respiration profonde

L’épreuve est réalisée en demandant au patient en décubitus dorsal de faire pendant
une minute 6 cycles de respiration profonde et progressive dont chaque cycle se compose de
5 secondes en inspiration profonde, suivies de 5 secondes en expiration profonde. La
moyenne des rapports de FC minimale (en expiration) et maximale (en inspiration) est
calculée et comparée a la courbe de corrélation de 1I’épreuve avec 1’age chez des sujets

témoins (Figure 8).
2.4.2.1.2 Epreuve d’orthostatisme

Le passage a I’orthostatisme, soit de fagon active, soit grace a une table basculante,
accélere physiologiquement la FC dés les premicres secondes. Cette accélération atteint son
maximum a la 15éme seconde. Ensuite, la FC se ralentit et atteint son minimum a la 30éme
seconde. Le rapport entre FC minimale pendant les 30 derniéres secondes sur FC maximale
pendant 15 premiceres secondes est calculé et interprété en fonction de courbes de corrélation

de I’épreuve avec 1’age chez des sujets témoins (Figure 8).
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2.4.2.1.3 Epreuve de Valsalva

L’épreuve de Valsalva est réalisée en position assise en demandant au patient de
souffler dans un embout reli¢ a un manometre (Valsalva) jusqu’a atteindre 40 mmHg de
pression pendant 15 secondes.

L'épreuve consiste a augmenter la pression a l'intérieur du thorax afin d'élever la
pression a l'intérieur des artéres pulmonaires et des veines situées en périphérie. Le retour
veineux de sang vers le coeur est alors diminué. Cette manceuvre entraine une bradycardie
(diminution de la FC) s'accompagnant d'une diminution du volume du cceur et des gros
vaisseaux. Le but recherché est de créer une sollicitation du nerf vague passant a proximité
des poumons. L'excitation de ce nerf a pour but de ralentir la FC.

Le rapport de la FC minimale pendant 1’épreuve Valsalva sur la FC maximale apres

Valsalva est calculé et ensuite interprété selon la courbe de corrélation avec 1’age chez des

sujets témoins (Figure 8).
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Figure 8: Epreuves pour le diagnostic de la NAC

Courbes de corrélations entre les résultats des épreuves de respiration profonde (4),
d’orthostatisme (B) et de Valsalva (C) avec [’dge chez des témoins[320]. La ligne pointillée
correspond a la régression exponentielle entre le rapport de FC et ’dge. Les résultats d’un
patient peuvent étre situés graphiquement par rapport a la ligne du 5e percentile (trait gras).

La NAC est considérée comme débutante si une des trois épreuves est anormale, est
confirmée lorsque 2 épreuves sont anormales et est sévere si les 3 épreuves sont anormales.

L’interprétation des épreuves doit étre prudente dans certaines conditions qui sont
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susceptibles d’influencer la variation de la FC telles que les cardiopathies (insuffisance
coronaire stable, infarctus aigu du myocarde, insuffisance cardiaque congestive et coeur
transplanté (cceur dénervé)), ’insuffisance rénale chronique, I’HTA, 1’obésité, les pathologies
neurologiques centrales (maladie de Parkinson, la dégénérescence spinocérébelleuse, le
syndrome dysautonomique de Shy-Drager et la sclérose en plaque); en cas d'association a une
neuropathie périphérique (alcoolisme chronique, syndrome de Guillain Barré, les agents
neurotoxiques); avec l'administration de médicaments (atropine, beta bloquants et beta agonistes

inhibiteurs calciques, sédatifs, analgésiques, agents anesthésiques, ventilation artificielle) [321].

2.4.2.1.4 L'hypotension orthostatique

L'hypotension orthostatique est définie comme la chute de la PA (20 mm Hg systolique ou 10
mm Hg pour la diastolique) en réponse a un changement de posture de la position couchée a

debout [322]. L hypotension artérielle est un signe de NAC avancée.
2.4.2.1.5 Epreuve «handgrip»

L’épreuve « handgrip » repose sur la réalisation d’une contraction isométrique de la main a
I’aide d’un dynamometre apres avoir déterminé la contraction maximale que peut effectuer le

sujet. Les résultats de ces méthodes dépendent essentiellement de 1’activité sympathique.

2.4.2.2 Mesure de la variabilité de la fréquence cardiaque

La variabialité de la FC fournit des informations importantes a propos de la modulation
autonome du systéme cardio-vasculaire et peut étre identifiée par la mesure des domaines
temporels et fréquentiels. Les mesures du "domaine temporel" sont des indices simples de la
variabilité globale. Les indices du domaine fréquentiel, et de méme, la "puissance totale"
(variance de tous les intervalles RR<0.4 Hz mesurée en ms?) dérivée de 1'analyse spectrale
donnent toutes des informations sur la variabilité globale de la FC et représentent - au sens

large - un indice de l'activité parasympathique.
2.4.2.2.1 Analyse spectrale de la variabilité de la FC.

Les indices dits "domaine de fréquence" peuvent identifier les composants spécifiques de la
variabialité de la FC avec l'analyse spectrale des fluctuations de l'intervalle RR (qui

correspond a celles de la FC) et d'autres signaux (Figure 9).
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Variations de pression artérielle analyse spectrale
et de fréquence cardiaque
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Figure 9: Transformée en spectre
Schématisation de la décomposition du signal de PA ou de FC en une somme d’ondes
sinusoidales, transformée en spectre de haute (HF) et basse fréquence (LF)
Les enregistrements spectraux a court terme (de 5 a 10 minutes) sont caractérisés par les
composants de trés basse fréquence (very low frequency : VLF-FC), haute fréquence (high
frequency : HF-FC) et basse fréquence (low frequency : LF-FC), tandis que les
enregistrements a long terme comprennent une composante ultra basse (ultralow frequency :
ULF) en plus des trois autres :

e Composantes LF : typiquement de 0,03 a 0,15 Hz
La composante LF-FC, environ 0,1 Hz, qui représente un rythme de 10/seconde (ondes de
Mayer), est associée au réflexe de barorécepteur [323].
La composante VLF-FC, jusqu'au 0,04 Hz, est liée aux fluctuations de la vasomotricité
associce a la thermorégulation.

e Composante HF-FC
En théorie, les fréquences de 0,15 a 0,40 Hz représentent la composante respiratoire, mais la
respiration doit &tre vérifiée afin de calculer 1'étendue exacte de la puissance respiratoire.

e Le rapport LF/HF de la variabilité de la FC
Ce rapport représente la balance sympathico-vagale. En outre, la contribution relative des LF
et HF peut étre obtenue par le % de LF-FC et HF-FC sur la somme de la puissance (LF + HF)
[324-326];

e Les composantes restantes de la variabilité de la FC (en particulier a LF et ULF) n'ont

aucune valeur spécifique.

L'information tirée de 1'analyse spectrale de l'intervalle RR sans avoir I'enregistrement
simultané de la respiration et de la PA peut étre biaisée car la puissance LF absolue ne

représente pas l'activité sympathique. Avec le contrdle ou l'enregistrement de la respiration et
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l'enregistrement simultané de PA, le ratio LF/HF et la puissance du spectre LF et HF mesurée
en termes relatifs (unités normalisées) peuvent fournir une proportion approximative de la
modification sympathique (LF) et parasympathique (HF).

Parmi les algorithmes possibles, pour l'analyse spectrale, 1'autorégression est préférable.
Avec l'analyse spectrale, une évaluation plus fiable de la modulation sympathique peut étre
obtenue par la puissance spectrale des fréquences basses (LF) de la PAS (LF-PAS, cf2.4.2.3)

ou le débit sanguin de la microcirculation.

24.2.2.2 Analyse suivant la durée de l'enregistrement

Les mesures de la variabialité de la FC peuvent étre obtenues a partir d'enregistrements a

court et a long terme.

-Enregistrements courts
En tant que telle, 1'information tirée de I'ECG doit étre complétée par I'enregistrement d'au

moins la respiration et la PA avec chaque battement. L'enregistrement peut durer 4-5 minutes,
de préférence sous respiration spontanée, mais il faut demander au sujet de maintenir une
respiration réguliere et d'éviter les respirations profondes, méme occasionnelles (soupirs). 11
faudra sélectionner un sous-ensemble de données lors d’une respiration stable. Les
enregistrements doivent étre effectués de préférence en position couchée. Des enregistrements
additionnels peuvent étre obtenus de maniere similaire pendant 4-5 minutes en position
verticale [327].

Les sujets ayant des pratiques spéciales (par exemple, de yoga, arts martiaux) ont tendance a
ralentir naturellement leur fréquence respiratoire. Si ce phénomene trés courant n'est pas
reconnu, alors l'interprétation des pics spectraux pourrait étre incorrecte. En conséquence, la
définition stricte de la bande HF peut conduire a des erreurs significatives dans des conditions
spéciales si la respiration est prévue pour varier au-dela des limites imposées. En 1'absence
d'un signal respiratoire, la respiration doit étre soigneusement contrdlée a 15

respirations/minute. Il faut prendre soin d'éviter I'hyperpnée et 'hypocapnie conséquente.

-Enregistrements sur 24 heures
Lorsqu'il est difficile de controler la respiration ou qu'il n'y pas de données de PAS, seuls les

intervalles RR sont considérés. Dans cette situation, des informations cliniques importantes
sur les changements horaires et les rythmes circadiens (sur un enregistrement de 24 heures) de
I'équilibre sympathico-vagal peuvent étre obtenues en calculant les différents spectres. Une
approche plus robuste est d'obtenir un spectre unique pour chaque heure d'enregistrement
[328, 329]. Ceci est particulierement utile lorsque on utilise 1'approche autorégressive, car elle
extrait un plus petit nombre d'informations relatives aux oscillations les plus récurrentes et
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fournit une estimation plus robuste des changements circadiens de la modulation autonome.

Inversement, si des changements plus rapides sont a étudier (par exemple pour tester les

modifications autonomes causés par des événements ischémiques aigus), une fenétre de

données de 5 minutes est généralement suffisante [327].

2.4.2.3 Mesure de la variabilité de la pression artérielle

La modulation sympathique du tonus vasculaire est le résultat de I'action du systéme nerveux

central, de la transmission ganglionnaire, de la conduction nerveuse sympathique, de la

libération, de la diffusion et de la liaison des neurotransmetteurs aux récepteurs et a la fin de

la cascade de signalisation intracellulaire associée aux interactions de l'actine et de myosine.

Les ondes de Mayer sont des changements cycliques de la PAS. Les ondes de Mayer

proviennent de 1'activation sympathique qui se produise a des fréquences comprises entre

0,075 et 0,15 Hz chez 'homme. Le Tableau 12 récapitule 1'impact de l'activation du SNA, de

l'action des cellules musculaires lisses, du NO et de la rénine angiotensine sur les composants

du spectre de la PAS.
Fréquence Fonction
VLF 0.02-0.07 Hz Cellules musculaires Systeme
lisses rénine/angiotensine(?)

LF 0.2-0.6 Hz Activation Cellules musculaires

sympathique lisse/NO endothéliale
HF 1.0-4.0 Hz Peut étre NO

endothéliale

Tableau 12: Composants de la variabilité de pression arterielle

D'apres [330].VLF, very low frequency,; LF, low frequency, HF, high frequency; NO, nitric

oxide

11 existe actuellement deux théories :

- la théorie du stimulateur suggere que les oscillateurs autonomes au sein du systéme nerveux

central génerent des fluctuations périodiques de 1'activité du SNA qui se traduisent par des

oscillations correspondantes de la PA et de la FC. Cependant, les fréquences des oscillateurs

du systeme nerveux central identifiées dans la plupart des études sont différentes de la

fréquence des ondes de Mayer.

- La deuxieme théorie implique les baroréflexes car le réflexe artériel du barorécepteur

présente une résonance proche de la fréquence a laquelle se produisent spontanément les

vagues de Mayer [330]. Les données expérimentales chez le rat sont en faveur de cette




théorie. En effet, elles montrent une réponse de la fréquence de la PA suite a des stimulations
périodiques de nerfs aortiques proche de la fréquence des ondes de Mayer : on pourrait
reproduire les ondes de Mayer par stimulation des barorécepteurs [331]. En revanche,

l'activation sympathique ne semble pas participer a l'initiation et/ou I'entretien des cette ondes.

2.4.2.4 Sensibilité des baroréflexes (BRS)

24.24.1 Méthodologie de mesure de la BRS.

L'approche clinique est généralement limitée a la branche cardiaque-vagale du baroréflexe
artériel. Avec une méthodologie plus complexe, impliquant par exemple l'aspiration au niveau
de cou ou la microneurographie, il est nécessaire de tester le bras vasculaire sympathique du
baroréflexe. Le baroréflexe cardio-vagal peut étre estimé par différentes méthodes consistant
a mesurer la variation de la FC (intervalle RR) en réponse a un changement de PAS. Le
changement de PA peut étre spontané ou provoqué (par exemple par des médicaments ou une
manceuvre de Valsalva).

Cela implique au moins i) une mesure continue de la PA et /i) une mesure continue et
synchronisée de I’intervalle RR.

Le principal inconvénient de la mesure est le colit des dispositifs capables de fournir la
mesure de la PA battement par battement. Les dispositifs non invasifs fournissent de bonnes
estimations des fluctuations de PA et certains d'entre eux contiennent des logiciels qui
fournissent des estimations utilisant 1'intervalle entre les pulsations comme un substitut de la
FC. Bien qu’acceptable chez les sujets sains, la mesure est moins précise dans des conditions
de faible variabilité de la FC, qui peut se produire chez les patients atteints d’une neuropathie
autonome cardiaque (NAC). De ce fait, une estimation des FC avec un électrocardiogramme

est beaucoup plus fiable.

24.2.4.2 Méthodes utilisées pour évaluer le baroréflexe

- Changements de la PA induits par I'administration des médicaments

La méthode nécessite une perfusion de courte durée d'un médicament qui augmente
rapidement (par exemple, la phényléphrine) ou diminue (par exemple le nitrite d'amyle) la PA
[332]. Pendant l'augmentation ou la diminution du réflexe, l'intervalle RR est enregistré avec
la PA. Bien que la relation qui en résulte soit de type sigmoide, la partie centrale possede une

bonne linéarité et permet de mesurer la pente BRS en ms/mmHg.
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- Changements de la PA induits par des manceuvres physiques

L'approche la plus couramment utilisée est la manceuvre de Valsalva : les changements de

l'intervalle RR, en particulier apres la libération de la manceuvre, sont reportés en fonction de

l'augmentation de la PA et une pente linéaire (similaire a celle de la méthode précédente) est

obtenue.

- Fluctuations spontanées de la PA

Les fluctuations spontanées de la PA sont détectées par les barorécepteurs artériels et donc les

variations de FC sont le résultat de 1'action continue des barorécepteurs artériels. Pour obtenir

des valeurs significatives, un enregistrement d'au moins 2 a 4 minutes (selon différentes

méthodes et algorithmes) de 1'état stable est suffisant. Les deux approches les plus souvent

utilisées sont les suivantes :

La technique de séquences [333] est basée sur 1'idée que chaque augmentation de la
PA en présence d’un allongement de l'intervalle RR (ou inversement une diminution
de la PA en présence d'un raccourcissement de l'intervalle RR) peut étre considérée
comme la preuve de l'intervention de baroréflexes artériels. Lorsque ces séquences
affectent 3 ou plusieurs battements cardiaques consécutifs, une pente linéaire est
calculée. Si le coefficient de corrélation est > 0,85, la pente est considérée comme
significative. La ligne de base BRS est obtenue par la moyenne des pentes positives ou
négatives qui se produisent au cours d'une période de stabilité en position couchée.

Les méthodes basées sur I'analyse spectrale [334] supposent qu'une fluctuation donnée
de PA est détectée par les barorécepteurs artériels et provoque une fluctuation réflexe
de l'intervalle RR a la méme fréquence. Les fluctuations de la PAS et de FC sont
obtenues par l'analyse spectrale des deux signaux. Différents algorithmes
mathématiques peuvent étre appliqués et la transformée de Fourier rapide et
l'autorégression sont le plus largement utilisées. En conséquence, différents indices de
BRS peuvent étre calculés comme le rapport entre amplitude des fluctuations de
l'intervalle RR et celle des fluctuations de la méme fréquence de la PA. A basse
fréquence (LF), le BRS est representé par le ratio LF-FC / LF- PAS. De méme, a haute
fréquence (HF), le BRS peut étre obtenue par le rapport HF-FC / HF-PAS. La
moyenne de ces deux mesures est appelée coefficient alpha ou alpha BRS. Afin de
vérifier que les fluctuations dans l'intervalle RR sont en effet liées aux fluctuations de
la PAS, un test de cohérence est généralement effectuée. Si la cohérence est > 0,5 ;
alors on peut supposer qu'une fluctuation donnée est synchrone dans les deux signaux

et peut étre utilisée pour calculer le baroréflexe.
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L'indice de baroréflexe appelé "fonction de transfert" est la moyenne du spectre combiné
obtenu a partir de l'intervalle RR et PA (spectre crois¢), divisé par le spectre LF-PAS (0.05-
15Hz) [16]. Les procédés ci-dessus fournissent dans une certaine mesure des valeurs
semblables, mais des résultats différents peuvent étre obtenus par de légeres modifications de
chacune des techniques mathématiques adoptées. D'autre part, aucun des procédés décrits
jusqu'ici ne s’est révélé avoir un avantage par rapport aux autres. Cependant, une signification
clinique différente pour les différentes méthodes ne ressort pas clairement a ce jour [327].
Une autre approche pratique [335, 336] est d'effectuer un test pendant 4 a 5 minutes de
respiration spontanée et de garder une valeur moyenne des tests effectués.

On peut estimer le BRS par le simple rapport des écarts-types de 1'intervalle RR et de la PAS.
Cette approche a été récemment décrite et validée sur 1409 sujets avec différentes pathologies
et correspond effectivement a l'information moyenne fournie par toutes les autres méthodes
non invasives spontanées. La méthode est simple et facile a normaliser et semble donc trés
prometteuse pour les essais cliniques [336]. Les valeurs normales des BRS avec ces méthodes
vont de 20-30 4 9-10 ms / mmHg, avec une diminution légérement non linéaire en fonction du
vieillissement. Une définition générale plus précise de plages de référence normale est

difficile en raison de la dispersion des résultats obtenus avec différentes méthodes.

2.4.2.5Evaluation par mesure de I'activité neuronale sympathique musculaire (ASNM)

La mesure de I'ASNM est effectuée par I'enregistrement d'une séquence de salves (bursts) en
synchronisme avec le cycle cardiaque. L'ASNM peut étre mesurée a partir du nerf sciatique
poplité externe par micro neurographie. Les salves sont intégrées par matériel ou logiciel
approprié, afin d'obtenir une salve présente dans chaque battement cardiaque. La méthode la
plus fréquemment utilisée pour extraire l'activité sympathique est de compter les salves, soit
comme des salves / battement soit comme des salves / minute. Etant donné que le critére
salves/min ne considére pas la FC, elle ne serait pas €tre influencée par la FC.

Plus récemment, 1'analyse spectrale a été appliquée également a ces salves et des bandes
spectrales similaires a celles de la variabilité de la FC ont été trouvées.

L'ASNM peut étre utilisée pour mesurer la partie sympathique-vasculaire du baroréflexe
[337]. Les mesures sont obtenues apres des injections intraveineuses de bolus de
nitroprussiate de Na ou de phényléphrine. Les médicaments vasoactifs induisent des
changements de la PA qui sont modifiés par les actions de l'activité sympathique.

Des méthodes moins courantes consistent a utiliser a 1'état d'équilibre des infusions de
substances vasoactives pour déterminer le BRS en utilisant les variations spontanées de la PA.

Les variations spontanées de repos de la PA et de ' ASNM peuvent également étre quantifiées.
92



Une autre approche consiste a modifier directement la pression transmurale au niveau du
sinus carotidien en utilisant la pression ou l'aspiration au niveau du cou.

L'ASNM et la noradrénaline mesurées simultanément au niveau cardiaque ou rénale chez les
sujets au repos sont correlées de fagon positive et significative. Il existe également une

corrélation des taux plasmatiques circulants de noradrénaline et I'ASNM au repos [338].

2.4.2.6 Catécholamines

Les taux de catécholamines dans le sang sont le résultat de la libération de NA, de sa
réabsorption, de sa clairance et du débit sanguin tissulaire. Les estimations des taux de
libération de NA se rapprochent de I'activité nerveuse sympathique avec plus de précision que
les concentrations plasmatiques de NA dans des conditions dans lesquelles la clairance de la
NA est altérée (par exemple, en cas de dysautonomie) [339]. Toutefois, la détermination du
taux de libération de NA nécessite une perfusion réguliere de 3-H-noradrénaline, dépend de la
clairance locale [39] et se fait dans les expériences en décubitus [340]. La NAC peut étre

mesurée par la mesure du trop-plein synaptique en NA [341].

2.4.2.7Imagerie du SNA cardiaque. Techniques et définition des indices
scintigraphiques

Deux traceurs ont été utilisées pour caractériser le systéme nerveux sympathique: le ['*’1] —
méta-iodo-benzyl-guanidine (MIBG) et le [''C]-meta-hydroxy-ephedrine (HED). Ces traceurs
partagent un certain nombre de caractéristiques. Les traceurs ne sont pas métabolisés, sont
stockés dans les vésicules synaptiques, repris dans les terminaisons nerveuses post-
ganglionnaires sympathiques présynaptiques et recyclés en continu au niveau de la
terminaison [342].

Le traceur le plus largement utilisé (> 95% des publications) est le '*I -MIBG, un dérivé de la
guanéthidine. Sa captation par les terminaisons neuronales peut étre évaluée par la
tomographie par émission de photon unique (SPECT). Dans le cceur, des images précoces et
tardives sont obtenues et la captation du ['#1] -MIBG est quantifiée. L'absorption
myocardique locale de ['*’I] -MIBG est calculée, normalisée 4 la valeur maximale des pixels
au niveau ventriculaire gauche et exprimée en pourcentage de cette valeur. L'analyse est semi-
quantitative dans les différents segments cardiaques et une valeur pour I'absorption totale est
calculée. Les ratio de fixation myocardique de MIBG dans différents segments du myocarde

[343] comme, les ratio ceeur / médiastin (Heart / Mediastin) ou cceur / foie (Heart / Liver) sont
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souvent calculés. Un taux de lavage (wash-out) dans I'ensemble myocarde est é¢galement
obtenu.

Le [''C]-HED a été beaucoup moins utilisé que le ['#1]-MIBG. Comme pour le MIBG,; la
rétention neuronale nécessite un stockage vésiculaire intact. La rétention tissulaire du HED
est également sensible aux variations des taux de NA synaptiques et du tonus sympathique.
Dans le coeur humain transplanté, des études utilisant du [''C]-HED ont démontré une
meilleure rétention du traceur dans la paroi antérieure proximale en corrélation avec la
présence d'axones sur I'évaluation histologique [344], une augmentation de la perfusion
myocardique apres l'activation sympathique confirmant ainsi la spécificité neuronale de HED-
PET et sa capacité a évaluer l'intégrité du nerf sympathique présynaptique. L'hétérogénéité de
la captation de la région ventriculaire gauche [''C]-HED est comparée a une base de données
de valeurs normales non diabétiques. Quand les valeurs dépassent une valeur de seuil
prédéfinie, le résultat est considéré comme étant anormal. Une hétérogénéité accrue a été
proposée comme un reflet du dénervation de ventricule gauche [345]. Un avantage de cette
technique proposée par rapport a celle utilisant le MIBG est que les modifications de rétention
régionale absolue peut étre quantifiée par le calcul d'un "indice de rétention" [346], qui
corrige la rétention de traceur pour la le traceur myocardique.

Peu d'études ont abordé la reproductibilité des techniques scintigraphiques. Le coefficient de
variation pour l'analyse MIBG chez les sujets atteints de diabéte a été estimée a 4% [347].
Chez les sujets atteints de DT1, des [''C]-HED scans ont été effectuées a 7-8 jours
d'intervalle. La moyenne de I'indice de rétention (en ml de sang / min / ml de tissue) pour ces
¢tudes était de 0,008 [348]. Si on considere la scintigraphie [''C]-HED comme test de
référence pour dépister une NACclinique, la spécificité est de 0,86 et la sensibilité de 0,67

[345].
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2.4.3 Données chez les diabétiques

2.4.3.1 Variabilité de la FC et diabéte

Un grand nombre des publications ont utilisé les index issus des variabilités de FC et de
l'analyse spectrale dans le diabéte. En résumé, le résultat le plus commun est une réduction de
la variabilité globale de la FC (un signe de dysfonctionnement parasympathique) et une
réduction spécifique de la composante respiratoire de la variabilité de la FC [323]. Dans la
neuropathie diabétique, en appliquant cette technique a la fois en position couchée et debout,
on peut observer le changement (ou plutdt I'absence de changement) dans la modulation du

systeme sympathico-vagal cardiaque [349].

Une étude a suggéré que l'activation sympathique est un lien entre la résistance a l'insuline,
I'hyperinsulinémie et ’HTA chez des descendants de diabétiques de type 2 explorés par
clamp euglycémique — hyperinsulinémique. Les descendants insulinorésistants présentaient
une réponse sympathique plus ample par rapport aux contrdles qui n'avaient pas
d'antécédents de diabéte chez leurs parents, suggérant et que les descendants des diabétiques
insulinorésistants ont une activité sympathique élevée et que l'insulinorésistance est une
étape précoce pour l'apparition de cette anomalie [350]. Des résultats identiques ont été
retrouves par une autre équipe, avec un lien plus marqué pour le sexe masculin que pour le

sexe féminin [351].

2.4.3.2 Précision diagnostique de la mesure de la sensibilité du baroréflexe (BRS) chez
les patients atteints de diabete.

Deux études avaient comme but d'évaluer la précision diagnostique de la BRS pour le
diagnostic de la neuropathie cardiaque en comparaison avec les tests de référence. Chez 108
patients avec DT, les auteurs ont trouvé une précision de la sensibilité du BRS faible a
modérée pour la distinction entre les patients avec ou sans neuropathie autonome cardiaque
(NAC) et les témoins (aire sous la courbe (AUC) de 0,63 - 0,88 NAC vs Controles, 0,53 -0,70
sans NAC vs Témoins) [352, 353].

Une autre étude n'a pas trouvé chez 53 patients avec DT2 une meilleure sensibilité de la BRS
par rapport aux tests de référence (sensibilité de 37% pour la NAC, sensibilité de 83% pour
NAC sévere). La plupart des études ont rapporté des valeurs moyennes des indices de BRS

inférieures chez les patients avec NAC comparés a des sujets témoins sains [352, 353]
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2.4.3.3 Diabete et mesures d'activité neuronale sympathique musculaire (ASNM)

Les résultats d'études chez les patients diabétiques dans le cadre de la neuropathie autonome
suggerent un comportement différent dans le DT1 et le DT2. Deux études menées chez des
DT1 ont montré une réponse atténuée de I' ASNM suite a une HGPO ou lors d’un clamp
hyperinsulinémique [354, 355]. Une étude a démontré chez les patients DT2 une activité
sympathique de 'ASNM ¢élevée [356]. Le défaut de ces études est le relativement faible
nombre d'observations et le fait que cette méthode est beaucoup mieux adaptée a la mesure
des changements dynamiques du tonus sympathique plutot que sa valeur "de repos",
principalement en raison des difficultés techniques liées a I'obtention d'un enregistrement de

base reproductible.

2.4.3.4 Diabete et dosage des catécholamines

2434.1 Changements de posture

Les catécholamines plasmatiques ont ét¢ étudiées dans de nombreuses expériences dans
I'hypotension orthostatique diabétique. Les concentrations au repos en position couchée sont
normales ou basses, avec une augmentation qui reste inférieure a la normale lors d'un test
d'orthostatisme dans I'hypotension orthostatique diabétique par exemple [357, 358]. Survenant
relativement tard au cours de la maladie, I'hypotension orthostatique et les réponses NA
atténuées ne se trouvent que chez les patients avec des 1ésions généralisées au niveau du
systéme sympathique. En conséquence, 1'évaluation des catécholamines est un marqueur peu

sensible pour la détection de la neuropathie sympathique.

2.4.3.4.2 Exercice

L’exercice provoque une augmentation rapide dans le plasma des concentrations de NA. Chez
les sujets diabétiques atteints d'une neuropathie diabétique, il existe une secrétion atténuée des
catécholamines. L'interprétation de taux de NA plasmatiques en méme temps que les données
de l'exercice nécessite la détermination de la captation d'oxygene [359], ce qui fait de cette

technique plus un outil de recherche plutot que d'un outil diagnostic.
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24343 Hypoglycémie

L’adrénaline plasmatique augmente jusqu'a 100 fois au cours de I'hypoglycémie chez les
sujets sains. Plusieurs études ont étudi¢ 1'influence de la neuropathie diabétique sur les
concentrations plasmatiques de I’adrénaline lors de 'hypoglycémie, avec une réduction des
réponses plasmatiques d’adrénaline a 1'hypoglycémie probablement due a une neuropathie
sympathique affectant les fibres préganglionnaires de la médullosurrénale [360]. Cependant,
les antécédents d'hypoglycémie affecte aussi profondément la réponse d’adrénaline a
I'hypoglycémie, ce qui rend l'interprétation des données difficiles en 1'absence de
normalisation stricte de contréle métabolique [361]. Ainsi, la réponse des catécholamines a

I'hypoglycémie ne convient pas comme un test de routine pour la neuropathie sympathique.

24344 Poignée soutenue (sustained handgrip)

La poignée serrée soutenue « handgrip » repose sur la réalisation d’une contraction
isométrique de la main a ’aide d’un dynamomeétre apres avoir déterminé la contraction
maximale que peut effectuer le sujet. Elle induit une augmentation de 3 a 5 fois des
concentrations plasmatiques de noradrénaline chez les sujets sains. Une diminution de la
réponse a la poignée soutenue a été signalée dans plusieurs maladies neurologiques, [362]. La
variation a la fois intra et inter individuelle de la noradrénaline est considérable [363]. Les
¢tudes sur la neuropathie diabétique qui mesurent les réponses de noradrénaline représentent

essentiellement 1’activité sympathique.

24345 Test au froid, manceuvre de Valsalva et stress mental

Le test au froid, le stress mental et la manceuvre de Valsalva doublent les concentrations
plasmatiques de noradrénaline. Des réponses faibles ont été identifiées chez des patients
diabétiques atteints de neuropathie sévere en ce qui concerne la noradrénaline [364]. De
méme, le stress induit une augmentation significative des catécholamines (principalement
I’adrénaline), avec des réponses qui sont atténuces dans la neuropathie diabétique. La
littérature est rare et la puissance de diagnostic des mesures de catécholamines dans ces

conditions expérimentales n’est pas claire.
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2.4.3.5 Applications de la neuroimagerie dans le diabéte

De nombreuses études transversales ont comparé la capacité de ['*°I] -MIBG et [''C] -HED
pour détecter la dénervation sympathique cardiaque par rapport aux tests de la variabilité de la
FC conventionnelle. Chez 42 sujets DT2, la scintigraphie myocardique au ['*’1] -MIBG a été
comparée a l'analyse de la puissance spectrale [56]. Lors des images tardives, la captation et
le lavage de ['*31] -MIBG étaient significativement plus faibles chez les sujets ayant une
NAC basée sur des tests de variabilité de la FC. C’est l'image tardive de ['*I] -MIBG qui a
montré la plus forte corrélation avec la puissance spectrale (r = 0,55, p <0,01) [365]. Dans une
¢tude transversale chez 24 sujets atteints de DT1 sans maladie coronarienne et 10 sujets sains
contrdle, la capacité de I’ ['*°I] MIBG pour détecter la NAC a été comparée avec les tests de
variabilité de la FC. Seuls 6 sujets avaient des images normales. Parmi les 18 sujets présentant
123

des déficits de captation de [
variabilité de la FC (p <0,01) [343].

I] -MIBG, seulement 7 ont présenté des tests anormaux de la

Les déficits de la captation de ['**I] -MIBG sont compatibles avec un dysfonctionnement
neuronal aigu chez les DT1 et sont atténués par une insulinothérapie intensive [366]. Les
¢tudes observationnelles prospectives a plus long terme ont utilisé des techniques
scintigraphiques pour explorer les effets du controle métabolique sur la dénervation
cardiaque. Dans une étude de 3 ans utilisant [''C] -HED chez des sujets atteints de DTI,
I'amélioration du contrdle glycémique a entrainé une réduction significative de l'ampleur des
déficits de rétention du traceur. Cette amélioration contrastait avec la progression des défauts
dans le groupe de sujets ayant un mauvais contréle métabolique [348]. Il y a peu
d'informations sur la capacité des interventions autres que le controle de la glycémie pour

affecter la rétention du traceur de scintigraphie.

2.4.3.6 Diabéte et manifestations cliniques de la NAC

2.4.3.6.1  Epidémiologie de la NAC

L'évaluation le plus souvent utilisée est la présence ou non d'une NAC selon les tests
d’Ewing. Peu d'information existe quant a la fréquence de la NAC dans les populations
diabétiques. Les différences de méthodologie utilisée expliquent également une prévalence
qui varie entre 1% a 90%. La prévalence de la NAC augmente avec 1'age, la durée du diabete
et un mauvais controle glycémique. L’age, le diabéte, 1'obésité et le tabagisme sont des

facteurs de risque de réduction de la variabilité de la FC dans le DT2.
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2.4.3.6.2 NAC et paramétres métaboliques

L'identification de facteurs précoces de prédiction de troubles métaboliques est essentielle
pour rendre efficace la prévention primaire. Dans un article récent, la contribution des deux
mesures de déséquilibre autonome, la FC au repos et la variabilité de la FC a été examinée
sur une cohorte de population générale. Le risque de développement des parametres du
syndrome métabolique (hyperglycémie, HTA, triglycérides, HDL-cholestérol et IMC) a été
évalué apres un suivi de 12 ans. La variabilité de FC et la FC au repos, 1’age et le tabac
étaient des facteurs prédictifs d'une PA haute, d'une hyperglycémie et du diagnostic d'un
diabete [367]. L'obésité et I'insulinorésistance peuvent modifier la réponse sympathique
postprandiale, les sujets insulinorésistants atteints d'un syndrome métabolique ont une
réponse sympathique au glucose par voie orale atténuée par rapport aux sujets avec le
syndrome métabolique qui sont insulinosensibles. Cette réponse est liée a 1'adiposité centrale
et la réponse a l'insuline, mais sans différence dans la vasodilatation musculaire ou les

baroréflexes [368].

2.4.3.6.3 Tachycardie de repos

Chez les patients diabétiques ayant une inhibition vagale, la FC de repos est de 90 a 100 bpm

et peut monter jusqu'a 130 bpm.

24.3.64 Intolérance a l'activité physique

La dysautonomie altere la tolérance a 1'exercice, réduit la réponse de la FC et de la PA et

diminue I'augmentation du débit cardiaque en réponse a 1'exercice.

2.4.3.6.5 Hypotension orthostatique

L'hypotension orthostatique peut provoquer des symptomes comme faiblesse, des
¢tourdissements, des vertiges, des troubles visuels, et méme une syncope apres un
changement de la position couchée a la position debout. L'hypotension orthostatique peut

devenir invalidante, mais la chute de la PA peut également étre asymptomatique [369].

2.4.3.6.6 Syndrome de tachycardie ou bradycardie apres l'orthostatisme

Les symptomes compatibles avec 1’orthostatisme, tels que le sentiment de faiblesse,
paresthésie péribuccale et des maux de téte, peuvent se produire lors du changement de la
position couchée a la position debout et peuvent tre causés par le syndrome postural de
tachycardie, avec une tachycardie sinusale inapproprié, une vraie syncope
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neurocardiogénique ou des anomalies en fonction de barorécepteur. La caractéristique de ces
anomalies est I'absence d'une chute de la PA avec I'orthostatisme, mais la présence d'une

tachycardie ou bradycardie lors du changement de posture. Sa pathogénie reste obscure.

2.4.4 Pronostic cardiovasculaire

2.4.4.1 FC, variabilité de la FC et risque de mortalité

La FC au repos et la variabilité de FC sur une cohorte issue de la population générale
suivie pendant 12 ans était un facteur de prédiction de maladies cardiovasculaires et de la

mortalité précoce [367].

2.4.4.2 A SNM et insuffisance cardiaque

Une seule étude prospective a évalué le role pronostique de I'ASNM chez les patients
insuffisants cardiaques chroniques, montrant que seule 'ASNM et la circulation sanguine de
l'avant-bras €taient des prédicteurs significatifs indépendants de la mortalité, en analyse

multivariée [370].

2.4.4.3 Imagerie du SNA cardiaque et pronostic cardiovasculaire

La captation de ['*

I]-MIBG est réduite dans la partie inférieure et postérieure du ventricule
gauche chez les sujets qui présentent une ischémie myocardique silencieuse [371] ou
symptomatique [372]. La scintigraphie a été utilisée pour explorer les relations du myocarde
et du débit sanguin avec I’innervation de type 1 chez les sujets diabétiques. La réduction de la

réserve du flux sanguin myocardique est associ¢e au contrdle glycémique [373].

2.4.4.4 NAC et ischémie myocardique et risque de mortalité

La présence d'une NAC réduit 'appréciation de la douleur ischémique ce qui retarde la

diagnostic de 1'ischémie ou infarctus du myocarde.

Dans 15 études dans lesquelles I'évaluation de base pour la fonction autonome
cardiovasculaire a été faite sur la base de au moins un ou plus des tests décrits par Ewing, les
taux de mortalité totale étaient plus élevés chez les sujets avec NAC. L'estimation du risque

relatif sur 15 études, sur un total de 2900 sujets qui ont eu 1 ou plusieurs tests positifs selon
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Ewing, était de 2,14, avec un intervalle de confiance de 95% de 1,83 a 2,51 (P<0,0001). Si la
NAC est défini par la présence de 2 tests anormaux, le risque augmente a 3,65 (intervalle de

confiance de 95%, 2,66 a 4,47).

Les mécanismes par lesquels la NAC entraine une augmentation de la mortalité restent
obscurs. La NAC est considérée comme une cause potentielle du mort subite. La présence
d'une variabilité cardiaque diminuée et d'une prolongation du QT sont les mécanismes
proposés afin d'expliquer cette association [374]. Les patients peuvent avoir un intervalle QT
long ce qui a conduit a la spéculation que la NAC pourrait prédisposer a des arythmies
ventriculaires malignes et a la mort subite par arrét cardiaque causé par des torsades de

pointes.

D'autre part, on note une association entre NAC et plusieurs pathologies comme la
coronaropathie et I’insuffisance rénale. Cependant, le risque relatif diminue de 4,03 a 1,39
apres ajustement sur la durée du diabete, la maladie rénale, I’HTA et les maladies

cardiovasculaires, mais il reste significatif [323].

2.4.4.5 NAC et événements cardiovasculaires

La NAC est associée a 2,2 a 3,4 fois plus d'événements cardiovasculaires majeurs, comme
l'incidence d'infarctus du myocarde, 1'insuffisance cardiaque, la réanimation de tachycardie
ou de fibrillation ventriculaire, I'angine de poitrine ou le besoin de revascularisation

coronaire [375, 376].

La présence de la NAC est associée a la mortalité apres infarctus du myocarde : un test au
chevet du patient qui mesurait pendant 1 minute sa variabilité¢ de FC pendant une respiration
profonde prédisait la mortalité toutes causes confondues pour 185 patients (17,8%) apres un

premier infarctus [377].

2.4.4.6 NAC et insuffisance cardiaque

La présence d'une NAC est associce a des anomalies de la fonction systolique et
diastolique du ventricule gauche, particulierement en l'absence de la maladie cardiaque chez

les patients diabétiques [378].

2.4.4.7 NAC et rigidité artérielle

Chez les DT1 ayant une activité vagale basse, la variabilité de FC est associée a une
diminution de la distensibilité de I'artére brachiale et une augmentation de la rigidité

artérielle (augmentation de la VOP et de I’ AIx@75). Apres ajustement pour les facteurs
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cardiovasculaires, les associations restaient significatives pour la VOP et la distensibilité de

l'artére brachiale [2].

2.4.4.8 NAC et instabilité cardiovasculaire per- et péri-opératoire

La morbidité cardiovasculaire et la mortalité périopératoire sont augmentées de 2 a 3 fois chez
les patients atteints de diabete. Par rapport aux sujets non diabétiques, les patients diabétiques
subissant une anesthésie générale peuvent avoir une diminution de la FC et de PA pendant
l'induction de 1'anesthésie et apres I’intubation trachéale et 1'extubation. L'utilisation des
vasopresseurs est plus souvent nécessaire chez les personnes diabétiques avec NAC que chez

ceux qui sont indemnes [379].
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2.4.5 Résumé

» Le SNA régule des fonctions qui échappent au contrdle volontaire, comme la régulation du

L)

systeme cardio-vasculaire. En raison de la double innervation cardiaque, on congoit que les
résultats des épreuves autonomiques refleétent une réduction de I’activité parasympathique
ou une augmentation de 1’activité sympathique ou inversement

% Le SNA est responsable pour l'arythmie respiratoire sinusale, la régulation a court terme de
la PA et les baroréflexes.

% L'arythmie respiratoire sinusale (ARS) représente la fluctuation au cours du cycle
respiratoire de la FC de battement a battement et agit afin d'amortir les fluctuations de la

PA et de coordonner la perfusion et la ventilation pulmonaire en augmentant 1'oxygénation.

>

% Dans les conditions physiologiques, la régulation a court terme de la PA est essentiellement
sous la dépendance de deux arcs réflexes inhibiteurs : le premier est li¢ au systeme a haute
pression et le deuxiéme au systeme a basse pression.

% Le controle baroréflexe est fondamental dans I’adaptation hémodynamique au changement
de posture.

% Le SNA régule également la fonction sécrétoire gastrointestinale (sécrétion salivaire,
gastrique ou pancréatique) la digestion et 1'absorption et le transport des résidus.

¢ Les explorations cliniques cardiovasculaires du SNA reposent sur les épreuves de

respiration profonde, 1'épreuve d’orthostatisme et I'épreuve de Valsalva, qu'on doit

interpréter en fonction de I'age. D’autres tests comme I'hypotension orthostatique et

I'épreuve «handgrip» sont également utilisés.

» La variabilité de la FC suite a une analyse spectrale apres un enregistrement ECG doit étre

L)

mesurée par un enregistrement pendant une respiration rythmée et la PA avec chaque
battement. Elle fournit des informations importantes a propos de la modulation autonome
du systeme cardio-vasculaire et peut étre identifiée par la mesure des domaines temporels et
fréquentiels. La partie des hautes fréquences du spectre (fréquences de 0,15 a 0,40 Hz)

représente 1'activité vagale et le rapport LF/HF la balance sympathico-vagale.

X/
o

% L'analyse spectrale de la PAS mesure l'activation sympathique qui se produise a des
fréquences comprises entre 0,075 et 0,15 Hz chez 'homme.

% Le baroréflexe cardio-vagal peut €tre estimé par différentes méthodes consistant & mesurer

la variation de la FC (intervalle RR) en réponse a un changement de PAS.

% L'ASNM peut étre utilisée pour mesurer la partie sympathique-vasculaire du baroréflexe.
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Une autre mesure de l'activité du SNA est les taux de catécholamines suite a des
manceuvres cliniques.

L'imagerie par la captation de deux traceurs le ['*’I] — méta-iodo-benzyl-guanidine
(MIBG) et le [1lC]—meta—hydroxy—ephedrine (HED) est aussi utilisée pour mesurer
l'activité autonome cardiaque.

Le diabete diminue la variabilité de la FC, 'activité neuronale sympathique
musculaire et les taux des catécholamines.

La présence d'une NAC chez les patients diabétiques est associ€e a une tachycardie
de repos, intolérance a 1'activité physique et hypotension orthostatique.

Les conséquences de la NAC en dehors des manifestations cliniques sont plus
importantes vu qu'elle entraine une augmentation de la mortalité et est considérée
comme une cause potentielle du mort subite.

La NAC est associée a 2,2 a 3,4 fois plus d'événements cardiovasculaires majeurs.
L’association de la NAC avec 'augmentation de la rigidité artérielle (augmentation
de la VOP et de I’AIx@75). [2] n'a pas été retrouvé dans nos travaux (cf Résultats:

Neuropathie et rigidité artérielle).
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2.5 Facteurs déterminants du débit cardiaque

2.5.1 Physiologie

Le débit cardiaque [I/min] est la quantité de sang qui circule par minute dans tout le
systéme cardio-vasculaire.

Le volume d’éjection est la quantité de sang [ml] que le ventricule gauche éjecte a chaque
battement de coeur dans 1’aorte. Le schéma ci dessous montre que le volume d’éjection est
d’autant plus élevé que la contractilité myocardique et le retour veineux sont importants, et

que les résistances périphériques sont moindres.

DC = VEx FC

Contractilité ‘ Retour Veineux ‘ Reésistances peripheriques
Fréquence Cardiague (FC) ‘ Volume d'Ejection (VE)
+ +

Débit Cardiague (DC) |

Figure 10: Relation entre le débit cardiaque et ses déterminants

2.5.2 Role prépondérant de la FC

Les changements du FC ont un effet plus important sur les changements du débit cardiaque
par rapport aux variations du débit du volume d'éjection (Figure 10).

Les variations de la FC sont inversement corrélées au volume d'éjection. Quand la FC est
basse, 'augmentation de la FC est supérieure a la diminution du volume d'éjection. Quand la
FC est élevée, la diminution du volume d’éjection est supérieure a 1'augmentation de la FC

(diminution du temps de remplissage).
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Effects of Heart Rate
on Cardiac Output

\

Cardiac Output

Heart Rate

(Increased by Pacing)

Figure 11: Effets des variations de la FC et débit Cardiaque

Une augmentation de la FC provoque un effet inotrope positive (effet Bowditch, phénoméene

de Treppe) via le SNA (cf la partie dédiée au SNA) (Tableau 13: Effets du SNA sur le

coeur.
Effet Sympathique Parasympathique
Chronotrope (FC) +++ -—-
Inotrope (Contractilité) +++ -
Dromotrope (Vitesse de ++ —
conduction)

Tableau 13: Effets du SNA sur le coeur.

La noréadrénaline est libérée des terminaisons nerveuses sympathiques et se lie aux
récepteurs adrénergiques post synaptiques (ordre d'importance fonctionnelle: f1 > B2 > al)
afin d'augmenter l'action positive (+) inotrope, chronotrope et dromotrope. Les récepteurs a2 -
adrénergiques présynaptiques servent comme un mécanisme de rétrocontrole pour inhiber la
libération de noradrénaline. Les nerfs parasympathiques (vagues) libérent 1'Ach, qui se lie a
des récepteurs M2 postsynaptiques pour diminuer (-) I'effet inotrope, chronotrope et
dromotrope. L'Ach se lie également aux récepteurs présynaptiques muscariniques (M2) sur les

terminaisons nerveuses sympathiques pour inhiber la libération de noradrénaline .
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La FC maximale au cours d'un test d'effort maximal dépend de la fonction du sinus cardiaque
et de I'innervation sympathique cardiaque [381]. Aprées arrét de I'exercice, la récupération de
la FC est médiée par l'activation vagale et la récupération ultérieure du tonus vagal et
l'inhibition du sympathique [382]. Le défaut chronotrope chez les greffés cardiaques a été
expliquée par la dénervation sympathique cardiaque et 'absence de libération locale de NE ;
l'augmentation de la FC chez ces patients pendant I'exercice dépend des catécholamines

circulantes a la phase précoce de leur période post opératoire.

2.5.3 Déterminants de la contractilité

En termes simples, la postcharge est étroitement liée a la PA aortique et aux résistances
périphériques. L'augmentation de la FC et du SNA sympathique provoque un effet inotrope
positive (phénomene de Treppe). Une augmentation brusque de la postcharge peut provoquer
une augmentation inotrope modeste. Ce phénomene s'appelle 1'effet Anrep et son mécanisme

n'est pas bien compris.

Facteurs qui modifient la contractilité

‘ Sympathique |
+ l
- +
Parasympathique ‘—>| Contractilité ‘4—‘ Catécholamines

N 1.

Post charge { Anrep) ‘ Fréquence cardiaque
(Treppe- Bowvditch )

Figure 12: Facteurs déterminants de la contractilité cardiaque

D'apres [380].

2.5.4 Déterminants de la FC intrinséque chez I'homme

En 1970, Jose et Collison ont publié une étude sur la FC normale et les déterminants de la FC
intrinséque de I'hnomme [383]. La FC intrinseéque était définie comme la FC lors de l'inhibition
simultanée des récepteurs B adrénergiques par le propranolol (0,2 mg/kg) et des récepteurs

muscariniques (0,04 mg/kg) par l'atropine antagoniste. La FC est en moyenne dans les 2 sexes

107



de 107 battements/min a 20 ans et diminue a 90 battements/min a 50 ans. L'intérét de ce
concept pharmacologique a cependant ses limites, le propranolol n’interfere que partiellement
avec l'activité de la branche sympathique du SNA, car il bloque les récepteurs f3-

adrénergiques, mais pas les a-adrénergiques [384].

2.5.5 Mesure du débit cardiaque avec I'utilisation de I'impédance cardiaque

La méthode est basée sur les variations de la résistance électrique au niveau de la poitrine au
cours des battements cardiaques. Les modifications qui se produisent comme 'augmentation
du volume de l'aorte, du volume sanguin pulmonaire et du flux sanguin des gros vaisseaux
vont influencer le signal d'impédance. Avec les fréquences ¢lectriques actuelles utilisées dans
I'i'mpédance cardiaque (10 kHz a 100 kHz), les érythrocytes, en général, ne sont pas
responsables de la production d'un courant €lectrique. Au repos, les mouvements browniens
ont une orientation aléatoire. Dans les nouveaux systémes d'impédance, huit électrodes sont
utilisées (quatre €lectrodes qui fournissent le courant €lectrique, connues sous le nom
"d'électrodes de courant", et quatre électrodes qui enregistrent les variations de tension, "les
¢lectrodes de tension").

Les électrodes sont positionnées de manic¢re symétrique des deux cotés du cou du patient

(électrodes de courant au-dessus des électrodes de tension) et des deux c6tés de la poitrine au
croisement de la ligne mi-axillaire et de 1'appendice xyphoide (électrodes de courant au-
dessous des ¢lectrodes de tension). En raison de la loi d'Ohm, lorsque le courant d'intensité
constante circule a travers la poitrine, les variations de tension sont directement
proportionnelles a I'évolution de la résistance. L'ensemble de la résistance de la poitrine,
connu sous le nom de résistance de base (Z0), est la somme de la résistance de chacun des
composants de la poitrine : le tissu adipeux, les muscles cardiaques et squelettiques, les
poumons, les vaisseaux, les os et l'air. Les variations de la résistance de la poitrine résultent
des changements du volume des poumons au cours de la respiration et des changements de
volume et de vitesse du sang dans les gros vaisseaux pendant la systole et la diastole. Les
variations de la résistance causées par la respiration sont éliminées par 1'utilisation de filtres
¢lectroniques et les variations de la résistance associées au flux sanguin sont prises en
considération.

Sur le graphique (Figure 13) de la premiere dérivée des changements d'impédance, les vagues
suivantes sont distinguées : A, B, E, X, Y, O. La vague A apparait entre le début de I'onde P et
du début du complexe QRS et est liée aux changements de la volémie pendant la contraction
auriculaire. Ensuite vient I'onde B, qui apparait en méme temps que l'ouverture de la valve
aortique. La prochaine onde correspond au flux aortique s’appelle DZ/Dt et E correspond a
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son pic maximum, reflétant la rapidité des variations du flux sanguin a travers la valve
aortique pendant la systole du ventricule gauche. Il a été constaté, cependant, que 1’onde
DZ/Dt est également causée par des changements dans la circulation de 1'artére pulmonaire au
cours de la systole du ventricule droit.

L'onde DZ/Dt se termine par 1'onde d'X, qui coincide avec le deuxiéme bruit cardiaque et la
fermeture de la valve aortique. Le signal DZ / Dt est utilisé pour la détection du temps
d’éjection du ventricle gauche et pour le calcul du volume d’éjection (cf chapitre 5.1.2). La
vague O correspond avec le remplissage ventriculaire et 'onde Y correspond a la cloture de la

valve pulmonaire [385] (Figure 13).

ECG [\/ ECG
Q

o
‘ dz/dt (ICG) ICG

u S A

X FEP ET

‘ E

]
A B ’

Figure 13: Le signal d’impédance cardiaque (ICG).
Le débit cardiaque [I/min] est representé par la quantité de sang mesurée qui circule par

minute dans le systéme cardio-vasculaire. Les variables mesurées avec I'lCG seront décrites

dans la partie annexe (cf chapitre 5.1.2)
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2.6 Les modifications post prandiales : un modé¢le intégrant le tube
digestif, les signaux hormonaux et la réponse cardiovasculaire.

2.6.1 Physiologie

2.6.1.1Fonction gastro-intestinale postprandiale

Avaler la nourriture implique la mastication, le transfert du bolus de la cavité buccale au
pharynx, I'éjection du bolus dans le sphincter cesophagien supérieur grace a une relaxation de
ce dernier, le sphincter cesophagien inférieur va rester ouvert pour une période de 8 secondes
environ. Ce temps est nécessaire pour que le bol traverse 1'ensemble de 1'cesophage. Ensuite,
le sphincter va se contracter pour empécher le reflux gastro-cesophagien. Le contrdle neural
extrinséque de l'cesophage est fait par les voies efférentes dans le nerf glossopharyngien

(cesophage supérieur) et les nerfs vagues.

Les fonctions motrices de I'estomac et I'intestin gréle différent entre la période de jetline et la
période postprandiale :

- Au cours du jetine, les événements moteurs cycliques balayent I'estomac et l'intestin gréle et
sont associées a la sécrétion pancréato-biliaire. L'activité motrice cyclique est appelée le
complexe moteur migrant interdigestif. Elle consiste en une phase I de quiescence, une phase
II d'activité irréguliere et une phase III d'activité réguliere lorsque les contractions de la
fréquence maximale typiques de chaque région (3 par minute dans l'estomac, 12 par minute
dans l'intestin gréle) vont balayer I'intestin pour le transport de résidus non digérés, les
produits de la digestion et les débris de I'épithélium vers le c6lon pour leur excrétion. Les
fonctions pacemaker, 1'activité motrice cyclique, et le péristaltisme sont essentiellement
contrdlés par le systéme nerveux intrinseque, mais peuvent étre modulés par les nerfs
extrinseéques.

- En période postprandiale, cette activité cyclique est abolie et les différentes régions de
l'intestin utilisent des fonctions spécifiques. Les contractions toniques du fond gastrique vont
vider I'estomac de liquides ; les contractions antrales tamisent et triturent la nourriture solide
et propulsent des particules de moins de 2 mm a travers le pylore. Les contractions
irrégulicres dans la période postprandiale servent a mélanger la nourriture avec les sucs

digestifs dans le duodénum et le jéjunum et a la propulser.
- La durée du transit dans l'intestin gréle est d'environ 3 heures. L'iléon est un site de stockage
temporaire de chyme, afin de récupérer les éléments nutritifs et d'électrolytes liquides qui

n'ont pas été absorbés en amont. Les résidus sont finalement expulsés de I'iléon pour atteindre
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le colon, grace aux transferts de bolus qui résultent probablement par les contractions d'une
activité prolongée ou par le complexe moteur migrant interdigestif.

Le nerf vague est extrémement important dans la phase postprandiale. Les voies afférentes
vagales véhiculent des signaux de l'intestin vers les ganglions prévertébraux, la moelle
épinicre et le cerveau pour entrainer des réponses réflexes et coordonner les fonctions

sécrétoires et motrices [312].

2.6.1.2 Modifications hémodynamiques postprandiales

2.6.1.2.1 Réflexe gastrovasculaire: distension gastrique, activation sympathique post
prandiale et PA

L’augmentation de la distension gastrique proximale par étape entraine une augmentation la
PA chez les jeunes sujets sains. Ce phénomene a été nommé réflexe gastrovasculaire [386].
Afin d'évaluer l'influence de la distension gastrique sur le flux sympathique et la PA, il est
possible d’enregistrer I'ASNM a partir du nerf sciatique poplité externe par micro
neurographie. Dans leur travail, Rossi et al. ont montré que I'ASNM augmentait apres la
distension gastrique induite par un barostat (un appareil qui augmente la pression
intragastrique) avec une élévation presque concomitante de la PA. L'augmentation était
proportionnelle a la pression intra-gastrique et elle revenait aux valeurs initiales apres la fin de
distension. Ces résultats ont confirmé pour la premicere fois chez I'hnomme l'existence d'une

relation fonctionnelle entre la distension gastro-intestinale et la fonction cardiovasculaire.

Apres un repas, la résistance artérielle splanchnique diminue, ce qui devrait induire une
hypotension, non observée chez les sujets jeunes en bonne santé [387]. Ceci indique que le
systeme cardio-vasculaire est activé a un stade précoce afin d’éviter la baisse de la PA lide a
la diminution de la résistance artérielle splanchnique post prandiale. Apres l'ingestion des
aliments, la paroi de l'estomac se relaxe et se distend sous I’effet du bol alimentaire. Ceci peut
étre le facteur déclenchant de I'activation du SNA. Le réflexe gastrovasculaire pourrait avoir
pour but d’augmenter la résistance artérielle périphérique afin de compenser la diminution de

la résistance artérielle splanchnique postprandiale.
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Sujets sains
Période post prandiale

Distension gastrique
Réflexe gastrovasculaire

T ANSM Vasodilatation splachnique

| Résistance artérielle

T Augmentation des résistances ; ;
splanchnique postprandiale

périphériques

Résultat final:
PA post prandiale stable

Figure 14: Activation sympathique post prandiale chez les sujets sains.

L'augmentation de la PA est probablement ainsi une conséquence de la remise a zéro du
baroréflexe provoquée par la stimulation de mécanorécepteurs dans la paroi de I'estomac
[386]. Vieillir en bonne santé est associée a des changements dans la physiologie de la
transformation des aliments ainsi que du contrdle de la PA. Pendant le vieillissement, il existe
une diminution de la faculté de la relaxation gastrique et de I'adaptation du fundus gastrique
apres un repas [388, 389]. Lorsque les sujets agés en bonne santé sont comparés a des sujets
sains jeunes, on note une atténuation du réflexe gastrovasculaire, expliquée par des
différences de la fonction autonome ou de la compliance gastrique. L'étirement de la paroi de
l'estomac chez les jeunes sujets sains entraine une augmentation de 'ASNM et de la PA.
Pendant 1'augmentation par étapes de la distension gastrique, les sujets plus agés avaient
tendance a avoir une augmentation plus importante de la PAM, de la FC et de la résistance
totale artérielle périphérique. Le débit cardiaque augmentait Iégérement dans les deux
groupes, sans différence significative. La compliance fundique ne différait pas entre les
groupes, les sujets agés ont montré une atténuation de I’augmentation de I'ASNM par rapport

aux sujets jeunes [390].
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Sujets agés
Période post prandiale

Distension gastrique
| Réflexe gastrovasculaire

| ANSM

| Augmentation des résistances
périphériques

T Vasodilatation splachnique

Résultat final:
Hypotension post prandiale

Figure 15: Activation sympathique post prandialechez les sujets ages.

Une action importante de la distension gastrique est d’atténuer 1'effet hypotenseur provoqué
par le glucose intraduodénal chez les sujets agés sains. Lorsque le glucose est administré en
intraduodénal 'administration intra-gastrique en méme temps d'eau atténuait la réponse
hypotensive au glucose intraduodénal, probablement en raison de la distension gastrique

[391].

Débit cardiaque post prandial

Dans les premiers travaux sur le sujet, les effets hémodynamiques post prandiaux ont été
¢tudiés avec l'utilisation d'un repas standardisé chez 80 sujets sains 4gés de 19 a 31 ans. Une
scintigraphie cardiaque en position couchée avant et 30 minutes apres un repas (6,3 MJ) a été
réalisée. Comparativement a leurs contrdles, il y avait une augmentation médiane du débit
cardiaque de 62% attribuable a une augmentation de 17% de la FC et une augmentation de
41% du volume d'éjection, sans changement de la PA et ni des catécholamines plasmatiques.
En effet, les volumes télosystoliques et télodiastoliques médians augmentaient tous les deux
de 41%, de telle sorte que la fraction d'éjection ventriculaire gauche restait inchangée. Chez
les sujets jeunes en bonne santé, la PAS ne diminue donc pas apres un repas grace au réflexe
gastrovasculaire. Ce phénomene comme on a déja vu augmente la résistance artérielle
périphérique afin de compenser la diminution de la résistance artérielle splanchnique post-
prandiale. En dehors de I'effet mécanique du repas, son contenu peut provoquer différents

types de changements hémodynamiques et I'impact de ces changements varie avec 1’age.
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Par exemple, apres un repas riche en graisses versus un repas riche en glucides (2,5 MJ) chez
des sujets non obeses agés de 68 ans en moyenne, le repas riche en glucides diminue la PAS
avec un nadir 13 mmHg au dessous des valeurs de référence et la PAD de 8 mmHg sans
changement significatif de la FC ou le débit cardiaque pendant la période expérimentale. Le
flux sanguin de l'artére mésentérique supérieure augmente de 70% apres le repas riche en
glucides et de 42% apres le repas riche en graisses. Ceci suggere que la congestion
splanchnique était plus importante avec le repas riche en glucides [392]. Le repas riche en

graisse n'a pas induit des modifications significatives de la PA.

2.6.1.2.2 Activation sympathique post prandiale
L'activité du systeme nerveux sympathique, mesurée par les catécholamines plasmatiques,

n'était pas changée, et les seuls changements volumiques ne semblaient pas expliquer la

réponse hémodynamique au repas [393].

2.6.1.2.3 Hypotension postprandiale
L’hypotension postprandiale se produit généralement chez les personnes adgées et représente

une cause majeure de morbidité. Bien que la physiopathologie de 1'hypotension PP reste mal
comprise, divers facteurs, y compris la détérioration de la fonction sympathique, des
baroréflexes, la libération de peptides vasodilatateurs, le débit des nutriments arrivant a
l'intestin, la distension gastrique et la congestion splanchnique sont des éléments importants
pour cette réponse. Le traitement pharmacologique actuel et la gestion non pharmacologique
ne sont pas optimaux.

La mesure de la PA au moins toutes les 10 minutes pendant 60 minutes apres le petit déjeuner
est nécessaire pour le diagnostic de hypotension postprandiale. Elle est définie comme une
chute systolique > 20 mmHg et concerne la plupart des patients. Si on change le critere pour
une chute systolique> 30 mmHg, 1/3 des patients ont une hypotension postprandiale.
Cependant, avec cette derniere définition, on note d’avantage de plaintes associées a
l'existence de I' hypotension postprandiale [394].

Dans une étude portant sur 24 patients ayant une atrophie multisystématisée (il’s’agit d’un
syndrome trés invalidant résultant d’une perte de neurones - maladie neurodégénérative), les
patients qui présentaient une hypotension PP avaient une hypotension orthostatique plus
importante et une variabilité de la FC inférieure a ceux sans hypotension postprandiale. La
sécrétion postprandiale de GLP-1 était plus €levée chez les patients avec hypotension
postprandiale que chez ceux sans hypotension postprandiale. Aucune différence significative

n'était observée dans l'augmentation postprandiale des taux plasmatiques de glucose,
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d'insuline, de noradrénaline, de neurotensine ou de GLP-2. Le traitement par Acarbose
atténuait I'hypotension postprandiale et entrainait une tendance a la diminution de la sécrétion

de GLP-2, une hormone augmentant la circulation intestinale [395].

2.6.1.2.4 Microcirculation

Chez les individus sains non obeses, I'ingestion d'un repas liquide ne s'accompagne pas des
changements du flux sanguin cutané.

On observe une augmentation de 1'activité vasomotrice microvasculaire en relation avec la
sécrétion d'insuline. Cette activité accrue est susceptible de jouer un role important dans la
distribution du flux sanguin du muscle squelettique et, par conséquent, sur la régulation de
l'insuline et la captation de glucose par le muscle squelettique.

Une telle augmentation vasomotrice suite a I'ingestion d'un repas est atténuée chez les
personnes obeses, pour diverses raisons comme les variations des taux acides gras libres,
d’adipokines et I'hyperactivité du systéme rénine angiotensine qui pourrait affecter la

signalisation insulinique et ses effets vasculaires [396].

2.6.1.2.5 Rigidité artérielle

Il existe trés peu des données sur les modifications de la VOP en post prandiale. Dans une
¢tude récente, Taylor et al ont montré chez 19 sujets non obéses jeunes apres un repas mixte
(le contenu du repas n'est pas précisé dans cette publication) que la VOP a diminué de 0.4
m/sec a 60 et 180 minutes en post prandial [397]. Dans une autre étude dans une population
avec les mémes caractéristiques que 1'étude précédente, il n'y avait pas de différence sur la
VOP entre la période pré prandial et la période post prandiale aprés un repas riche en graisse
[398]. Dans l'etude de Taylor et al I'Alx et I’Alx@75 diminuaient pendant la période post
prandiale.

Westerbacka et al. ont montré que des doses physiologiques d'insuline pourraient diminuer de
manicre significative la réflexion des ondes de 1'aorte chez les sujets sains avant que les effets
sur le flux sanguin de 'avant-bras, les PA périphériques ou les résistances péripheriques
soient présents. Ces résultats suggerent que l'insuline influence la distensibilité des grandes
artéres avant les artérioles [399]

Chez les sujets insulino-sensibles, la réduction post-prandiale de 1’ Alx est plus importante

apres un repas riche en hydrates de carbone qu’aprés un repas riche en graisses et pauvre en
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hydrates de carbone. 4 contrario, chez des sujets insulinorésistants, la réponse post-prandiale
de I’Alx est similaire apres les deux types de repas, suggérant que la résistance a 1’insuline est
associée a une relaxation artérielle post-prandiale diminuée [400].

L’insuline induit une diminution de 1’ AIx chez les sujets sains tandis que cet effet de

I’insuline est diminué chez les DT2 [257].

2.6.1.2.6 Fonction Endothéliale

Chez I’homme sain, I’hyperglycémie aigué par perfusion intra-artérielle de dextrose 50% dans
I’arteére brachiale diminue la dilatation de 1’artere brachiale endothélium-dépendante induite
par la métacholine, un analogue de 1’Ach qui dilate normalement les vaisseaux chez des sujets
euglycémiques [401].

Parmi les modifications aigués liées a la fonction endothéliale, I’hyperglycémie post prandiale
augmente les molécules d’adhésion circulantes [402], ’adhésion des monocytes sur la surface
endothéliale [403] et stimule ’inhibiteur de 1’activateur du plasminogene de type 1 [404]. Les
modifications post-prandiales des concentrations de glucose, de lipides et d’insuline induisent
un stress oxydant responsable de la dysfonction endothéliale [405] et induisent des
changements des parameétres inflammatoires et hémostatiques [406].

Chez des sujets sains sans facteur de risque, la dilatation secondaire a I’hyperhémie post-
occlusive de I’artere brachiale est déprimée apres I’infusion pendant une heure d’Intralipid,
qui augmente les concentrations sanguines de triglycérides et d’acides gras [407]. Une autre
¢tude a montré que la dilatation endothélium-dépendante évaluée par I’hyperhémie post-
occlusive était déprimée apres un repas riche en graisses, et que cette dépression est corrélée a

I’augmentation de la concentration en triglycérides [408].

2.6.1.2.7 Activation sympathique post prandiale

-Activité sympathique musculaire post prandiale

Fagius et Berne ont contribué considérablement a la description de I'augmentation de I’ASNM
en période postprandiale. L'influence de la consommation de différents nutriments sur le
ASNM a été étudiée avec l'utilisation de microneurographie pendant 90 min chez 39 sujets
sains non obeses normotendus (4ge moyen 26 ans) qui ont recu 100 g de glucose dans 300 ml
d'eau, 50 g de graisse dans 250 ml d'eau, 100 g de viande maigre correspondant a 40 g de

protéine par 250 ml d'eau, 300 ml d'eau seule ou un repas mixte (1750 kJ). Tous les types

116



d'aliments ont provoqué une augmentation de I’ASNM sympathique alors que 1'eau n'a pas
caus¢ de changement. L'augmentation de ’ASNM ¢était élevée des les premieres 15 a 30 min
et persistait aprés 90 min. L'effet du glucose était significativement supérieur a celui des
graisses et des protéines, le repas mixte provoquant une réponse intermédiaire. Les
changements de la PA étaient mineurs. La conclusion était que I'augmentation de I’ASNM se
produit réguliérement apres tout type de prise alimentaire. Une augmentation de 'ASNM a
lieu en l'absence d'une augmentation de I'insuline mais elle contribue a une partie seulement
de la hausse apres I'ingestion per os de glucose ou d'un repas mixte. On considere que cette
réponse de I'ASNM est importante pour la redistribution du sang a la région splanchnique
apres un repas. La perte de cette réponse est susceptible d'expliquer I'hypotension
postprandiale retrouvée chez les patients dysautonomiques [409] et pourrait jouer un role dans

I'hypotension postprandiale chez les personnes agées, comme nous 1’avons vu plus haut [410].
-Equilibre sympatho-vagal cardiaque post-prandial

L'équilibre sympathico-vagal postprandial a été mesuré par l'analyse spectrale de la variabilité
de la FC. Neuf volontaires sains ont été inclus et un ECG a été enregistré pendant 30 min a
jeun et 60 min apres un repas standardisé de 500 kcals. La variabilité de la FC a été mesurée
par analyse spectrale de HF, reflet de l'activité parasympathique vagale, et de 1'activité LF. Il a
¢été constaté que le rapport postprandial LF/HF, par rapport a I'état de jetine, était augmenté de
facon significative a la fois dans les 30 premicres minutes et a 60 min. L activite HF-FC
postprandiale diminuait de maniere significative a la fois a 30 et a 60 minutes. Ainsi, la
balance sympatho-vagale postprandiale s'élevait de facon soutenue pendant 1 h,

principalement en raison de a la réduction de l'activité vagale [411].
-Effet de I'ingestion de 1'eau

Boire de I'eau augmente considérablement et rapidement I'activité sympathique. Il augmente
la noradrénaline, autant que des stimuli sympathiques classiques comme la caféine et la
nicotine. L’absence d’augmentation de PA chez les sujets normaux est permise par une
augmentation concomittente du contréle vagal cardiaque qui contrecarre les effets
hypertenseurs de I’activation du systeme sympathique. On observe une bradycardie apres
ingestion de 500 ml d'eau par augmentation de 1'activité vagale, sans changement significatif
de la PA [412]. Ainsi, la perte de ce mécanisme pourrait expliquer 'augmentation preservée
de la PA sous I’effet de 1'eau chez les personnes agées et chez les patients dysautonomiques.
Boire de eau pourrait améliorer les symptomes dus a une hypotension orthostatique. En outre,

l'effet hypertenseur de I'eau par voie orale pourrait étre un facteur de confusion importante
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non encore reconnue dans les études cliniques d'agents hypertenseurs et des médicaments

antihypertenseurs [413].

-Effets des glucides sur PTASNM

La perfusion intraduodénale du glucose augmente 1'activité du nerf sympathique chez les
sujets jeunes et les sujets agés sains. L'effet dépresseur attendu par la perfusion intraduodénale
de glucose sur I’intestin gréle devrait étre plus important chez les sujets agés par rapport aux
sujets jeunes, parce que l'augmentation de I'ASNM est atténuée avec l'augmentation de 1'age.
Dans une étude récente, malgré la baisse de la PAS plus importante chez les sujets agés apres
perfusion de glucose intra-duodénal, 'ASNM augmentait de fagon similaire alors que la BRS
¢tait diminuée chez les personnes agées. Ces données suggerent qu’avec 1’age des
modifications compensatoires complexes entrent en jeu afin d'éviter une grande variabilité
hémodynamique apres un repas riche en glucose. Dans une autre expérimentation, des sujets
jeunes (4ge moyen 26 ans) répondaient a I'ingestion de glucose par une augmentation
prononcée de I’ASNM, alors qu'une réponse atténuée était observée chez les personnes agées
(70 ans), d’autant plus faibles qu’ils étaient insulinorésistants. Une relation similaire était
observée au cours de la manceuvre de Valsalva, indiquant que cette atténuation de la réponse
chez les personnes agées était un phénomene généralisé. La PA restait stable chez les sujets
jeunes, mais diminuait de fagon significative chez les sujets agés. La conclusion de cette
expérience est que les sujets agés utilisent leur capacité totale de I’ASNM proche du
maximum au repos. Ainsi, la réserve pour la réponse a des stimuli qui induisent normalement

une forte augmentation de I’ASNM est limitée [414].

-Effets des lipides sur I'ASNM

La perfusion de lipides n'a pas d'effet important sur le contréle autonome cardiovasculaire.
Les sujets ont re¢u une perfusion intraveineuse de solution saline avec de I'héparine comme
perfusion contrdle ou une émulsion lipidique avec de I'héparine. L'héparine était perfusée
chez les sujets afin d'augmenter l'activité de la lipoprotéine lipase et de faciliter la lyse des
triglycérides en acides gras libres. Les résultats montraient que I'hyperlipidémie aigué n'a pas
altéré les réponses des baroréflexes et que les réponses induites par les lipides n'est pas
associce a une augmentation de I'ASNM [415].

Les acides gras non estérifiés augmentent la PA via une activation sympathique centrale chez
I'homme. Sur des expériences menées chez 17 volontaires sains de poids normal, le

changement de la PA avec l'infusion d'une solution des lipides résulte d'une augmentation de
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la résistance vasculaire systémique et de I’ASNM, sans changement au cours de la perfusion
de placebo. La perfusion lipidique augmente les concentrations de I'insuline, de 1'aldostérone
et des F2-isoprostane, isomeres des prostaglandines F2 produites in vivo par peroxydation
radicalaire de l'acide arachidonique, mais pas de la leptine. Ces résultats démontrent que
l'activation sympathique centrale induite par les acides gras non estérifiés contribue a la

réponse qui augmente la PA [416].
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2.6.2 Hormones et SNA

2.6.2.1 Catécholamines et SNA

2.6.2.1.1 Catécholamines et métabolisme glucidique

Les catécholamines activent les récepteurs B adrénergiques du foie et stimulent la production
hépatique de glucose par de multiples mécanismes : la glycogénolyse et la néoglucogenese
sont augmentées, alors que la synthése du glycogeéne est inhibée. Les catécholamines
stimulent la libération de glucose dans la circulation sanguine et diminuent la clairance

plasmatique de glucose a la fois par des mécanismes directs et indirects.
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Figure 16 : Mécanismes de D’effet hyperglycémiant des catécholamines
Modifié d'apres [417]

Les catécholamines sont responsables de 1'augmentation des concentrations plasmatiques de
glucose. Elles permettent de contrer les hypoglycémies. Ainsi, l'activation autonome en cas
d’hypoglycémie sert a la mobilisation des substrats endogénes pour la production de glucose
et la normalisation de la glycémie afin que la demande du systéme nerveux central en glucose

soit satisfaite.
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Les mécanismes par lesquels le SNA agit pour corriger I'hypoglycémie sont bien établis.
Néanmoins, la rétro régulation du glucose reste intacte chez les patients surrénalectomisés et
chez ceux soumis a une inhibition adrénergique combinée (a plus §). Dans ce cas, la réponse
du glucagon a I'hypoglycémie est préservée. Par conséquent, la rétro-régulation du glucose
n'est pas compromise tant qu'il n’y pas échec a la fois de la sécrétion de glucagon et des
réponses adrénergiques. Le double déficit se produit généralement en cas du diabete, dans
lequel un seul événement hypoglycémique peut supprimer toutes les réponses de contre-
régulation a des événements hypoglycémiques ultérieurs pendant au moins 24 heures, le
syndrome d'insuffisance du SNA associée a I'hypoglycémie [418].

Les patients atteints de DT1 sont particulierement vulnérables aux hypoglycémies graves
parce que la plupart d’entre eux perdent leur capacité a sécréter du glucagon au cours de la
premiere décennie de leur maladie. Par conséquent, ils deviennent dépendants des
mécanismes adrénergiques pour la contre-régulation. Ces mécanismes peuvent s’avérer
insuffisants chez les patients avec une maladie de longue date et la présence d'une neuropathie

autonome [417, 419].

2.6.2.1.2 Catécholamines et tissu adipeux

Les catécholamines agissent directement sur le tissu adipeux et stimulent la lipolyse. Ceci est
un effet B1- adrénergique impliquant 1'activation de la triacylglycérol, lipase sensible aux
hormones médiée par 1'adénylcyclase. Cette enzyme clive les triglycérides dans le tissu
adipeux en acides gras et glycérol. L'insuline inhibe la lipolyse induite par les catécholamines.
Ainsi, l'inhibition de la sécrétion d'insuline par les catécholamines est synergique avec les
effets directs des catécholamines sur le tissu adipeux.

La noradrénaline libérée localement est probablement plus importante que les catécholamines
circulantes dans la régulation de la lipolyse. Cependant chez les patients présentant une
acidocétose diabétique, les catécholamines circulantes deviennent suffisamment élevées

localement pour stimuler a la fois la lipolyse et la cétogenese.

2.6.2.1.3 Catécholamines et thermogenése

La thermogénése obligatoire, ou métabolisme basal, est régulée par les hormones
thyroidiennes, alors que la thermogenese facultative (production totale de chaleur - production
basale) est régulée par le systéme nerveux adrénergique, principalement par les récepteurs

adrénergiques B3. L'exposition au froid et 1'exercice stimulent le systéme nerveux
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adrénergique et ainsi augmentent la thermogenese facultative. L'augmentation de la
production de chaleur associée a la consommation alimentaire (thermogenese postprandiale)
ne peut pas étre entierement attribuée au colt de 1'énergie de la digestion, I'absorption et le
métabolisme des nutriments.

Ainsi, l'ingestion alimentaire active le systéme nerveux sympathique, stimule la

thermogenese, et cet effet peut servir a protéger contre 1'obésité.

2.6.2.14 Catécholamines et ilots pancréatiques

L'adrénaline, hormone médullo-surrénalienne, et la noradrénaline, neurotransmetteur
sympathique, ont de multiples effets sur le métabolisme et agissent en synergie pour mobiliser
les stocks d'énergie. En plus des effets directs sur des organes cibles que nous avons vus
(principalement le foie, le tissue adipeux et le muscle), les catécholamines agissent sur les
ilots pancréatiques en régulant la sécrétion d'insuline et de glucagon. L'effet le plus important
sur 1'1lot est de supprimer la sécrétion d'insuline par les mécanismes 3 adrénergiques. Ainsi,
les effets cataboliques directs de catécholamines sont amplifiés par I'inhibition de I'hormone
anabolique prédominante : I'insuline.

Il existe quatre types de neurotransmetteurs parasympathiques localisés dans les ilots
pancréatiques (Ach, VIP: Vasoactive intestinal peptide, PACAP: Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Polypeptide, CGRP:Calcitonin-gene-related peptide). Ils sont libérés par
l'activation du nerf vague et tous stimulent la sécrétion d'insuline et du glucagon. Ils
pourraient donc tous contribuer a de la sécrétion d’insuline et de glucagon stimulée par le nerf
vague. L'activation par une stimulation électrique des nerfs sympathiques sur le pancréas isolé
inhibe la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose [420] et induit 'augmentation des taux de
noradrénaline dans les veines pancréatiques. Le traitement avec de la noradrénalline exogeéne
inhibe la sécrétion d'insuline [421], ce qui nous fait supposer que c'est la noradrénaline qui
médie l'activation sympathique, induite par stimulation électrique. Cette hypothese a été
remise en question par des études montrant que 1'inhibition des récepteurs a-adrénergiques par
phentolamine neutralise I'inhibition de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose [422].

La noradrénalline pourrait cependant stimuler la sécrétion d'insuline par deux actions
différentes. Tout d'abord, a travers l'activation des récepteurs p2-adrénergiques de 1'llot qui
stimulent la sécrétion d'insuline [423] et par une action directe sur les cellules alpha,
probablement médiée par les récepteurs adrénergiques a2 et f2-adrénergiques, qui stimulent
la sécrétion de glucagon. Le glucagon ensuite pourrait a son tour stimuler la sécrétion

d'insuline [424]. Par conséquent, I'effet net de la noradrénalline sur la sécrétion d'insuline
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dépend du ratio de l'activité o /B-adrénergique sur les cellules béta dans de différentes

conditions et sur I'action du glucagon.

2.6.2.1.5 Insuline et SNA

Nous avons écrit une revue résumant 1’effet de I’insuline et du GLP1 sur la SNA. Cet artcile

est présenté ci-apres.
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Abstract Heart rate (HR) predicts cardiovascular morbidity
and mortality in individuals either with or without diabetes. In
type 2 diabetic patients, cardiac autonomic neuropathy is a
risk marker for cardiac morbidity and mortality. A major
pathogenic potential may be attributed to vagal depression
and sympathetic predominance. In this issue of Diabetologia.
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the effects of cuglycaemic, and hyperglycaemic clamp with
the addition of glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) and argimine,
oncardiac vagal control in a large number of healthy subjects.
After adjustments for age, BMI and insulin sensitivity, insulin
associations with HR remained partially intact while those
with vagal control disappeared. This suggested that BMI and
insulin sensitivity, but not insulin levels, were the main
drivers of cardiac vagal control. GLP-1 infusion during
hyperglycaemia increased HR and BP and produced a
statistically non-significant decrease in measures of car-
diac vagal control compared with values before any
manipulation of insulin levels. This commentary sum-
marises how, and to what extent. insulin and GLP-1
affect autonomic nervous system activity, HR and BP.
More information is needed on the mechanisms through
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Abbreviations

CAN  Cardiac autonomic neuropathy

GLP-1  Glucagon-like peptide-1

HR Heart rate

LFHF  Ratio of low frequency peak/high frequency peak
MSNA  Muscle sympathetic nerve activity

Introduction

An elevated heart rate (HR) is a predictor of cardiovascular
morbidity and mortality in individuals with and without
diabetes [1-3]. A high HR may result from several factors,
including reduced vagal activity or high sympathetic activ-
ity. HR variability as assessed by cardiovascular autonomic
reflex tests, which largely reflect cardiac vagal control, is
lower in digbetic patients and has been recognised as an
carly marker of cardiac autonomic neuropathy (CAN). Low-
er HR variability is often observed in patients with recently
diagnosed type 2 diabetes, while sympathetic activity is
depressed later and causes postural hypotension that is casy
to detect [4]. The role of glycacmic control in CAN is
supporied by DCCT data showing that. in type | diabetes,
intensive insulin reatment reduced the incidence of CAN by
53% compared with conventional therapy [5]. Similarly, the
Steno 2 study showed that, in type 2 diabetic patients, an
intensive multifactorial cardiovascular risk infervention re-
duced the progression or the development of CAN [6].
Reduced HR variability is common in non-diabetic obese
patients [ 7] and in individuals with impaired glucose tolerance
|8]. Overweight is a major determinant of HR variability in the
general population [9] and is also a major contributor o CAN
in patients with type 2 diabetes [10]. In addition, elevated
sympathetic activity and diminished vagal activity have been
observed in individuals with the metabolic syndrome [11].
Thus, a vagosympathetic imbalance may oceur prior to diabetes
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as a result ofoverweight and insulin resistance. This is strongly
supported by the recent demomstration that progression to type
2 diabetes is associated with increased central sympathetic
drive, blunted sympathetic responsiveness and altered nor-
adrenaline (norepinephrine) disposition [12]. In addition to
obesity and diabetes, several factors associated with these
conditions, such as insulin, proinsulin, C-peptide. glicose,
leptin, adiponectin and NEFA, have been shown to affect the
autonomic nervous system [13, 14].

In the Diabetes Prevention Program, randomisation of in-
dividuals considered to be at high risk of developing diabetes
(BMI 24 kg/m”, fasting glucose 5.3-6.9 mmol/, and 2 h
glucose 7.8-11.0 mmol/1) to the lifestyle modification arm,
which was aimed at weight reduction and engaging in
physical activity, improved indices of autonomic function
[15]. In overweight individuals, weight loss improved
vagosympathetic balance, especially when restriction of ener-
gy intake was combined with exercise [16]. Regarding the
influence of sympathetic activity in weight loss in obese in-
dividuals, higher resting sympathetic drive (as assessed by
muscle sympathetic nerve activity [MSNA|) and sympathetic
responsiveness to an oral glucose challenge were reported to
predict dictary weight loss [17]. Similarly, among obese sub-
jects who had undergone gastric bypass surgery, the greatest
reductions in excess body weight were achieved by those
observed to have a preserved capacity to shifi their cardiac
autonomic balance towards a sympathetic predominance
durning a euglycaemic-hypermsulinaemic clamp | [8].

Pathogenic potential of a vagosympathetic imbalance

Vagal depression and sympathetic predominance are likely
to contribute to msulin resistance and a decline in insulin
secretion. Moreover, higher HR predicted incident diabetes
in the Diabetes Prevention Program [15]. In overweight
patients, glucose oxidation rate is negatively correlated with
serum insulin levels only in those with cardiac vagal im-
pairment, suggesting that sympathetic overactivity may pro-
duce a more severe insulin resistance [19]. In addition,
glucose utilisation is negatively correlated with the low
frequency high frequency (LF/HF) ratio on spectral analysis
of HR variability, which means that glucose utilisation is
reduced when sympathetic activity is predominant [20].

In type 2 diabetic patients, CAN is a risk marker for all-
cause and cardiac monality [21], stroke, coronary events,
silent myocardial ischaemia. left ventricular dysfunction,
arrhythmia, and nephropathy progression [4]. Sympathetic
predominance may account for these disorders and may be
involved in the increased risk of cardiovascular events.
Regarding the role of vagosympathetic imbalance in hyper-
tension, some data in rats suggest that high vagal activity
may protect against obesity-associated hypertension [22].

Other experimental data indicate a link between arterial
stiffness and activation of the autonomic nervous system
[23]. Both in patients with type | and type 2 diabetes, we
reported that the prevalence of hypertension increases with
C AN severity, which indicates a defect in vagal activity and
a relative sympathetic override in hypertension [24]. In line
with this, sympathetic activity is greater and bamoreflex
sensitivity more severely impaired in individuals with obe-
sity and hypertension than in those with either obesity or
hypertension alene [25], and similar findings have been
observed for individuals with the metabolic syndrome and
hypertension [26].

E ffects of insulin on vagosympathetic activity

Insulin and glucagon-like peptide-1 (GLP-1) may affect
autonomic nervous system activity, HR and BP, and thus
potentially alter cardiovascular outcomes. In the present
issuc of Diabetologia |27|. Berkelaar et al examined the
effects of high levels of insulin on cardiac vagal control in
a large series of healthy volunteers with BMIs ranging from
I8 to 36 ko/m’. They used exogenous insulin infusion
(euglycaemic-hyperinsulinacmic clamp) and stimulation of
endogenous nsulin production by different combinations of
bolus injections and continued infusion of glucose and other
secretagogues (GLP-1 and arginine) fo increase levels of
insulin up to a mean maximal level of 4,775 pmol/l. At
every time point of the experimental protocol, insulin levels
were directly associated with HR and inversely related to
indices of vagal control. However, after adjusting for age,
BMI and insulin sensitivity, the associations with HR
remained partially intact, while those with vagal centrol
disappeared. This suggests that BMI and insulin sensitivity,
not insulin level. are the main drvers of cardiac vagal
control and vagal changes durng acute phammacologically
induced hyperinsulinacmia, which is consistent with the well
established defect in vagal tone in overweight individuals
summarised above.

During the euglycaemic-hyperinsulinaemic clamp., HR
and cardiac vagal activity (root mean square of successive
differences in interbeat intervals [ fMSSD IBI|. HF, and peak-
valley respiratory sinus arrhythmia, the latter surprisingly low
at baseline)did not change significantly [27]. Previous studies
have shown a marked increase, a slight increase orno increase
in HR during euglycaemic clamps in healthy individuals [28,
29]. Consistent with previous reports [28, 29]. HR elevation
resulted from vagal depression, but it was also, and probably
mostly, produced by cardiac svmpathetic activation. Sympa-
thetic activity has been assessed in previous clamp studies by
measurement of a variety of variables. These reported that
insulin mereased MSNA [28, 30, plasma catecholamines [31,
32), and in some studies [29, 33] the LF/HF ratio, which
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indicates relative sympathetic predominance. In fact, insulin
seems to produce a regionally non-uniform increase in sym-
pathetic activity. Insulin has been observed to inerease lumbar
but not renal sympathetic nerve activity in animals [34], and to
increase sympathetic activity to muscle but not to skin in
humans [35]. The sympatho-excitatory effects of insulin
result at least in part from a central neural action and
passibly from baroreflex activation secondary to periph-
eral vasodilation induced by insulin [36]. Moreover. the
absence of DI changes during hyperinsulinacmia may
result from the opposing pressor (mediated by sympa-
thetic activation) and depressor actions (vasodilation) of
insulin in the skeletal vasculature.

During the englycaemic-hyperinsulinaemic clamp the
shift in cardiac autonomic nervous system activity towards
sympathetic predominance (estimated by the increase in the
LE/HF ratio) has been shown to be lower 1n obese than m
lean individuals [33] and depressed in insulin-resistant pa-
tients [37]. It is increased in the offspring of insulin-resistant
type 2 diabetic patients and ahsent in the offspring of
insulin-deficient type 2 diabetic probands [38]. This sug-
gests that chronic marked hyperinsulinacmia may prevent
further enhancement of cardhac sympathetic tone during an
acute rise in insulin. A similar trend towards a limited
increase in sympathetic activity in obese and type 2 diabetic
patients hag been reported during other tests, including deep
breathing, exercise and oral glucose challenge [12, 39, 40],
suggesting d reduction in sympathetic reserve when sympa-
thetic activity 1s relatively high at baseline. A blunted sym-
pathetic response may result from impaired insulin transpont
across the blood-brain barrier. which has been shown in
experimentally induced insulin resistance in dogs [41], and
from lower cercbrospinal fluid insulin levels, as reported
in obese insulin-resistamt humans [42]. In line with this,
brain insulin resistance coexists with peripheral insulin
resistance [43, 44].

Effects of GLI-1 on vagosympathetic activity

GLP-| may also induce changes in haemodynarmic variables
and modulate autonomic activity. Using a telemetry system,
Griffioen et al [45] showed that in mice both acute and
chronic central administration of exendin-4, a long-lasting
GLP-1 receptor agomst, increased HR and reduced the HF
and LF powers of HR varnability. Both excitatory
glutamatergic and nhibitory glycinergic neurotransmission
to preganglionic parasympathetic neurons was diminished,
indicating that GLP-1 receptor stimulation may induce
changes in HR and HR variability by inhibiting neurotrans-
mission (o cardise vagal neurons. GLP-1, administered pe-
ripherally or centrally, has also been shown fo mcrease
sympathetic activity in rats [46].

In a small sample of healthy individuals, GLP-1 infusion
produced modest but not statistically significant increases in
HR (by an average of 3 bpm) and BP and a statistically
significant increase in MSNA [47]. However, there were no
major modifications in plasma catecholamines or in
cardiovagal or cardiosympathetic activity as assessed by
spectral analysis of HR variability. In several trals, GLP-1
analogues have bheen shown io increase the pulse rate of
diabetic and obese patients by around 3 bpm [48, 49],
indicating that the [IR increase persisis with long-term treat-
ment, and have been demonstrated to produce a statistically
significant decrease in systolic BP, which seems to occur
before weight loss [48. 50]. Berkelaar et al [27] investigated
GIP-1 infusion in healthy individuals during hyperglveaemia
and reported a significant increase in HR of the same magni
tude as the aforementioned trials (3 bpm). There was a slight.
statistically non-significant decrease m measures of cardiac
vagal control compared with those determined before any
manipulation of insulin levels. This does not exclude the
possihility that GI P-l-induced vagal depression could have
been greater in the absence of prior hyperglyeaemia and
hyperinsulinacmia. Cardiac sympathetic control was not
assessed with the power of the LE band or by measurng
catecholamine changes, but the data suggested that sympa-
thetic activity was enhanced since HR and systolic BP in-
creased significantly and the double product o HR by systolic
DT, a sympathetic activation index, increased accordingly,
The increase in HR may be due to the huge increase in
endogencous insulin levels (S0-fold merease from baseline
to the end of GLP-1 infusien) and insulin-mediated sympa-
thetic activation, or to a proper sympathoexcitatory effect of
GLP-1 or a direct effect on the myocardium, where GLP-1
receptors have been shown to be present [51]. C-peptide may
also play a role in the regulation of the autonomic
nervous system [52], but it is not known whether the
action of GLP-1 could be partly mediated by the in-
crease in C-peptide secrefion.

More data are needed on the mechanisms through which
GLP-1 may affect [IR and BT, acutely or during long-term
treatment, and further studies on the effects of GLP-1 on
haemodynamics and awtonomic activity in diabetic and
obese patients are required, since this may influence cardio-
vascilar pragnosis

Insulin and GLP-1 share common offects that can con-
tnbute to an increase in HR. including vagal depression,
sympathetic acivation and, possibly, enhancement of the
baroreflex secondary to endothelium-induced vasodilation.
Both hormones may potentially affect BP in different ways
depending on the presence of hypertension. cardiac auto-
nomic impairment and endothelium function. Furthermore,
the autenomic nervous system might also affect the
haemodynarme response to GLP-1 through its regulatory
effect on insulin seeretion,
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Nous résumons ici quelques points majeurs et des données complémentaires.

Le jeline supprime l'activité du SNA sympathique, alors que la suralimentation la stimule
[425, 426]. Ces considérations ont suggéré que 1'insuline était le médiateur de ces effets
nutritionnels car elle stimule 'activité¢ sympathique. Cette théorie a été cependant discutée
parce que les études sur les effets de l'insuline sur les catécholamines plasmatiques ont donné
des résultats contradictoires [427, 428]. En outre, il a fallu prouver que la stimulation de
l'activité sympathique par l'insuline n’est pas due a ses effets vasodilatateurs.

Des études de microneurographie ont confirmé que l'insuline stimule les nerfs sympathiques
musculaires et ont prouvé que les doses physiologiques ne causent pas de vasodilatation. Ces
données ont soutenu 1'hypothese que I'hyperinsulinémie et l'activation sympathique pourraient
promouvoir le développement de ’'HTA chez les patients atteints de DT2 et d'obésité.
L'augmentation des taux de noradrénaline dans les veines rénales a été documentée chez les
patients présentant une résistance a l'insuline, quoique cela puisse refléter un effet de
'augmentation de la leptine plutdt que de I'hyperinsulinémie. L'activation des neurones
sympathiques rénaux explique probablement la rétention de sodium et I'hypervolémie qui
caractérisent ’HTA associée a l'obésité.

L'activation sympathique peut également conduire a une hypertrophie ventriculaire gauche et
une augmentation du débit cardiaque. Ainsi, il semble qu'un grand nombre des perturbations
métaboliques associées a I'obésité sont liées a I'activation du SNA sympathique. Toutefois, on
ne sait pas si cette dernicre est une conséquence de 'hyperinsulinémie ou d'un autre trouble

métabolique 1ié a 1'obésité.
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2.6.2.2GLP1 et SNA

La revue réalisée concerne également entre GLP1 et activité parasympathique.

Une étude récente a soulevé des questions sur le rdle de I'insuline dans le contrdle vagal et a
suggéré un role du GLP1, 'hyperinsulinémie induite suite & un clamp n'était pas associée a la
FC ou au contrdle cardiaque vagal apres ajustement sur I'IMC et la sensibilité a l'insuline.
Chez les sujets sains, l'utilisation d'un agoniste du GLP1 dans des conditions
d'hyperglycémie peut conduire a une 1égere hausse de la FC de fagon aigu€, mais ne conduit
pas a une baisse significative du controle vagal cardiaque. Les auteurs avaient souligné que si
l'exposition au GLP1 a long terme provoquait une inhibition vagale chez des patients

diabétiques plus vulnérables car pourrait étre un effet nocif [429].

Le GLPI peut modifier l'activité parasympathique et peut également induire des
changements dans les variables hémodynamiques et moduler I'activité autonome. Avec
l'utilisation d'un systeme de télémétrie, Griffioen et al ont montré chez la souris que
'administration centrale a la fois aigué et chronique de 1'Exendin-4, un agoniste du récepteur
GLP1 de longue durée d'action, pourrait induire une augmentation de la FC et réduire la
puissance HF et LF du spectre de la variabilité de la FC [430]. L’action centrale du GLP1
passe par un effet a la fois sur des neurones excitateurs glutamatergiques et inhibiteurs
glycinergiques, ce qui suggere que la stimulation du récepteur GLP1 peut induire des
changements de la FC et de la variabilité de la FC par I'inhibition de la neurotransmission au

niveau des neurones vagaux cardiaques.

Le GLP-1, administré en périphérie ou par voie centrale, augmente 1'activité sympathique
chez le rat [431]. Dans un petit échantillon d'individus en bonne santé, une perfusion de
GLP1 produit de fagcon aigué¢ des augmentations modestes mais statistiquement significatives
de la FC (en moyenne de 3 bpm) et de la PA, et une augmentation statistiquement
significative de I’ASNM [432]. Cependant, il n'y a pas des modifications majeures des
catécholamines plasmatiques ou de 1’activité vagale ou sympathique cardiaque, évaluée par
l'analyse spectrale de la variabilité de la FC. Dans plusieurs essais cliniques, aprés un
traitement a long terme par analogues du GLP1, la FC des patients diabétiques et obeses
augmentait d'environ 3 bpm [433], ce qui indique que 1'augmentation de la FC persiste, avec

une diminution significative de la PAS, méme avant perte de poids [434].

Berkelaar et al [429] ont étudié la perfusion de GLP1 chez les individus sains au cours d'une
hyperglycémie et ont rapporté une augmentation significative de la FC de la méme amplitude

que celle observée dans les essais cliniques mentionnés ci-dessus (3 bpm). Il y avait une
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légere diminution, non significative statistiquement, du contrdle vagal cardiaque avant toute
manipulation des niveaux d'insuline. Cela ne pouvait exclure la possibilité que I'inhibition
vagale induite par le GLP1 n'aurait pas pu avoir une plus grande amplitude en 'absence
d'hyperglycémie et d"hyperinsulinémie. Le contrdle sympathique cardiaque n'a pas été
évalué avec la puissance de la bande LF ou en mesurant les changements des taux des
catécholamines, mais les données suggerent que 1'activité sympathique a été renforcée vu que
la FC et la PAS avaient augmenté de manicre significative et que le double produit de la FC

et de la PAS (un indice de l'activation sympathique) avait augmenté de facon concomitante.

L'augmentation de la FC pourrait étre diie a la forte augmentation des taux d'insuline
(augmentation de 50 fois par rapport aux taux de base a la fin de la perfusion GLP1) et
l'activation sympathique médiée par l'insuline, ou a un effet d'activation sympathique de
GLP1 ou a un effet direct sur le myocarde, ou les récepteurs du GLP1 sont présents [435]. Le
C-peptide pourrait également jouer un rdle dans la régulation du SNA [436], mais on ne sait

pas si l'action du GLP-1 pourrait étre en partiec médiée par I'augmentation du C-peptide.

L'effet combiné de I'insuline et du GLP1 peut contribuer a une augmentation de la FC, y
compris l'inhibition vagale, I'activation sympathique et éventuellement I'activation des
baroréflexes secondaire a la vasodilatation endothéliale. Les deux hormones peuvent
potentiellement affecter la PA de différentes maniéres en fonction de la présence d'une HTA,
d’une NAC et de la fonction endothéliale. En outre, le SNA peut également affecter la

réponse hémodynamique de GLP1 a travers son effet régulateur sur la sécrétion d'insuline.

Ces données expliquent en grande partie les différences des résultats obtenus par perfusion
de glucose dans des études de clamp et les résultats obtenus apres une charge orale en

glucose [3].
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2.6.3 PA post prandiale

2.6.3.1 PA et glucose

Si on compare I'administration du glucose oral vs introduodénal, I'ampleur de la chute de la
PAS et de I'augmentation de la FC sont moins importantes, ce qui refléte probablement 1'effet
«protecteur» de la distension gastrique [437] (Figure 17).

L'étude de la perfusion de glucose introduodénal est une bonne fagon d'étudier 1'effet de
différents substrats et dans le méme temps de ne pas dépendre du temps de vidange gastrique
qui peut varier selon les individus.

Le glucose alimentaire est complétement
absorbé dans le petit intestin

repas de 500 ml, 50g de glucose
1 1
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Figure 17: Absorption intestinale du glucose

(Dr Bouchoucha)

Des études récentes suggerent que I'amplitude de la chute post-prandiale de la PA est
influencée par la vitesse de la vidange gastrique. Chez les sujets 4gés en bonne santé,
I'ampleur de la chute de la PA et I’augmentation de la FC induite par la perfusion de glucose
intra duodénale dépendent aussi du débit des nutriments arrivant dans l'intestin gréle [438].
Chez les sujets agés en bonne santé, la charge duodénale de glucose doit étre > 1 kcal/min
pour provoquer une chute importante de la PA [439].

Les changements physiologiques des taux de glucose, d'insuline, de GLP- 1 et de la ghréline
peuvent influencer l'activité cardiaque et la PA. Les réponses hémodynamiques post-
prandiales peuvent étre différentes selon le sexe. Des corrélations significatives ont été
trouvés entre la variation du taux de glucose et la variation de la PAS et l'aire sous courbe de

0-120 min pour la ghréline et la FC chez les hommes [440].
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2.6.3.2PA et autres types d’hydrates de carbone.

Les effets sur la chute de la PA ne sont pas les mémes pour les différents types d’hydrates de
carbone. Dans une étude ou 50 g de glucides (saccharose ou glucose) sous forme liquide ont
¢té administrés a des les patients agés, la PA (systolique, diastolique et moyenne) a diminué
de maniere similaire entre les 2 groupes, mais nettement plus que les effets observés apres
l'ingestion de fructose ou d'eau.

L'ingestion de fructose n'a pas provoqué de changement de PA. D'autres études sont
nécessaires afin de déterminer si la substitution du glucose ou du saccharose avec du fructose
pourrait €tre bénéfique dans la prise en charge médicale des personnes agées avec une
hypotension symptomatique postprandiale sévere [441].

Comparé aux boissons contenant du glucose, celles contenant de xylose ont eu des effets
minimes sur la glycémie plasmatique, les taux de Glucose-dependent insulinotropic peptide
(GIP), I’insulinémie, mais a eu des effets puissants sur la stimulation de Glucagon-like
peptide-1(GLP- 1). Chez les sujets 4gés en bonne santé, le xylose pourrait étre éliminé de
l'estomac avec la méme vitesse que le glucose, mais n'a aucun effet sur la PA, peut-&tre parce
qu'il est un puissant stimulus pour la libération de GLP-1 [442] dont nous verrons plus loin les

effets.

2.6.3.3 PA et graisses par voie orale, intraduodénale et intraveineuse.
L'ingestion d'une boisson riche en lipides conduit a une chute comparable de la PA par
rapport a une boisson glucidique mais 1'apparition de ce phénomene est retardée chez les
sujets agés sains [443 ].

L’absorption des produits de la lipolyse se fait

dans le petit intestin

repas de 500 ml, 30 g de triglycérides
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Figure 18: Absorption intestinale des graisses. (Dr Bouchoucha)

L'administration en intraduodénal de glucose, de graisse et de protéine conduit a une

diminution de la PA systolique chez les sujets agés en bonne santé, mais le début de la
132



réponse hypotensive est plus précoce apres glucose. Pour les protéines, 1’effet sur le flux
sanguin sur I’artére mésentérique supérieure est inférieur a celui observé avec d' autres
nutriments [444].

L'ingestion de graisse a les mémes effets hémodynamiques chez des sujets obeses. Une charge
de graisse administrée par voie orale ou intraveineuse peut considérablement augmenter la
PA, modifier la fonction endothéliale et activer le systéme nerveux sympathique par des
mécanismes probablement indépendants des taux de leptine, de glucose et d'insuline chez des
sujets obeses sains [445].

Chez les sujets agés (en moyenne 69 ans), une infusion de lipides induit une réponse
différente selon le sexe. Chez les hommes, on observe une augmentation de I'insulinémie et
une diminution de la résistance vasculaire, alors que chez les femmes I'insulinémie et la

résistance vasculaire diminuent [446].

2.6.3.4 PA post-prandiale et médicaments agissant au niveau du tube digestif

Nous disposons d’études utilisant 3 types d'agents pharmacologiques utilisés dans le
traitement du DT2: analogues du GLP-1, inhibiteur DDP4 et inhibiteur de la glucosidase,
pendant la perfusion intraduodénale de glucose (technique contournant les variations de la
vidange gastrique).

Les études concernant les effets cardiovasculaires du GLP-1 et de ses agonistes, qui
diminuent le vidange gastrique, n'ont pas évalué les effets sur la PA et la FC séparément a
jeun et en période post prandiale. Chez les sujets agés sains, I'administration aigué de GLP-1
atténue la réponse hypotensive apres I'administration du glucose en intraduodénal, et
augmente le débit de l'artére mésentérique supérieure [447].

Les effets de la sitagliptine pendant la perfusion intraduodénale de glucose a un débit de 2
kcal/min chez des patients avec DT2 augmente la FC et a été associée a une augmentation des
taux plasmatiques du Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP). Ces observations
suggerent un role potentiel pour le GIP dans le contrdle de I'axe coeur-intestin [448].

Chez des participants agés mais en bonne santé recevant en introduodénal du saccharose, la
prise d'acarbose a nettement atténué la réponse hypotensive en ralentissant I'absorption des

glucides et a atténué I’augmentation du débit sanguin splanchnique [442].
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2.6.4 Diabéte et et autres situations pathologiques

2.6.4.1 Fonction endothéliale

La dilatation endothélium-dépendante, induite par I’hyperhémie post-occlusive, est diminuée
chez des sujets présentant une intolérance au glucose ou un diabéte, lorsqu’on la compare a
celle survenant chez des sujets avec une tolérance au glucose normale [449].

Notre équipe a auparavant montré que I’optimisation du controle glycémique par une infusion
sous-cutanée continue d’insuline pendant deux semaines permettait la normalisation des

marqueurs biochimiques de dysfonction endothéliale [450].

2.6.4.2 Microcirculation et analogues insuliniques

La cinétique rapide des nouveaux analogues insuliniques comparée a l'insuline rapide normale
diminue le stress oxydatif et ressemble a une réponse physiologique. Les analogues de
l'insuline comparés a 1'insuline ordinaire peuvent restaurer le flux sanguin post-prandial
microvasculaire chez les patients atteints de DT1.

La réponse endothéliale apres une stimulation par Acetylcholine augmente a 30 et a 60 min en
période postprandiale. Chez les patients atteints de DT1, le profil de la réponse observé apres
'administration de 1'analogue de l'insuline lispro était quasi similaire a celle observée pour les
témoins non diabétiques. Cependant elle différait de celle apres un traitement par insuline
ordinaire. La réponse microvasculaire postprandiale a l'acetylcholine était plus forte apres
insuline lispro qu’apres insuline normale indiquant une amélioration de la fonction
endothéliale [451].

La modification du FSC par l'insulinothérapie est indépendante de son action
hypoglycémiante dans le DT1 [452] a condition qu’il n’existe pas de modifications
structurelles du réseau microvasculaire. La présence de la dysfonction microvasculaire est
connue pour étre aussi non endothélium dépendante et a été attribuée a des changements
structurels qui peuvent se produire lors du diabete [453].

Dans le DT2 la cinétique d'analogues de l'insuline semble avoir le méme effet que dans le
DT1 et elle est responsable de la régulation du FSC. L'effet aigu induit une augmentation du
flux sanguin microvasculaire de la peau comparable a celle observée pour les témoins non
diabétiques [454].

Des effets similaires ont été observés dans d'autres tissus comme le myocarde ou les défauts
de perfusion étaient améliorées en post prandial chez les patients traités avec des analogues

d'action rapide, mais pas dans le groupe traité par insuline ordinaire [455].
134



Des résultats similaires corrélés a la circulation coronaire renforcent 1'idée que les mesures
périphériques de flux sanguin cutané sont représentatives de la fonction microvasculaire en
général, y compris pour les coronaires chez les sujets sains normaux [137].

L’alimentation joue un rdle primordial dans le DT2. La présence des produits de glycation
avancée d'origine alimentaire également contribuent a l'altération de la fonction
microvasculaire endothéliale et au stress oxydatif [456].

L'effet d'une dose unique des analogues rapides est plutot bien étudi€ a court terme mais n'est

pas connu apres un traitement & moyen terme.

2.6.4.3 Autres situations pathologiques

Le mécanisme précis menant a I’aggravation post-prandiale de 1'angine de poitrine a été
attribuée a une augmentation des besoins métaboliques myocardiques (consommation
d’oxygene). Ces besoins sont exprimés avec le double produit de la PA avec la FC et sont liés
a l'augmentation du débit cardiaque apres un repas [457].

Une chute de I’acuité visuelle post prandiale unilatérale et bilatérale a également été signalée
et pourrait venir d'une hypoperfusion des circulations rétiniennes et de la choroide suite a une

maladie occlusive grave de la carotide [458].
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2.6.5 Mécanismes neuronaux ou hormonaux?

Un bon modele pour étudier le contrdle du débit cardiaque en post prandial est I’étude des
patients apres une transplantation cardiaque et des patients tétraplégiques. Dans le premier
cas, le coeur est dénervé et n'est plus sous le controle du SNA et dans le second cas, il existe

une abolition des voies descendantes sympathiques de la colonne vertébrale.

Les patients transplantés présentent une augmentation plus importante du débit cardiaque
postprandial que leurs témoins appariés selon 1'dge et le sexe. Les mémes patients ont été
testés 18 mois plus tard afin de réexaminer leur réponse cardiaque apres 1'ingestion d'un repas

et déterminer 1’effet d’une reinnervation cardiaque tardive.

Le débit cardiaque postprandial atteint des niveaux significativement plus élevés chez les
patients que chez les témoins. La persistance d'une telle augmentation postprandiale
prononcée du débit cardiaque chez les patients transplantés suggere que le coeur est amené a
augmenter sa performance en période post-prandiale par l'action d’une hormone peut étre
d’origine pancréato duodénale [459]. La présence d'un effet hypertenseur apres 1'ingestion
d'eau chez les jeunes patients transplantés cardiaques suggere que l'innervation vagale

cardiaque est nécessaire pour empécher cette réponse [460].

Chez les patients présentant des I€sions graves de la moelle épiniére cervicale, l'activité
myoélectrique gastrique ¢tudiée avec un électrogastrogramme n'est pas altérée en période
postprandiale [461]. L'hypotension postprandiale, malgré la présence d'un dysfonctionnement

autonome, était absente en position couchée ou inclinée [462].

Les patients atteints de Iésions mi-thoraciques de la moelle épiniére pourraient développer une
hypotension postprandiale. Ceci differe de la réaction hémodynamique normale d'ingestion
d'un repas liquide qui est médiée par de la moelle épiniere thoracique avec augmentation du

tonus sympatovagal apres l'ingestion alimentaire [463].

136



2.6.6 Résumé
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Dans leur papier de 1989 Fagius et Berne [3] ont décrit un résultat "surprenant” c'est a dire
l'absence de réponse de 'ANSM a 'administration intraveineuse D-glucose par rapport a
I'administration per os ce que les auteurs ont considéré comme "une véritable observation
et non un artefact expérimental", souligne a la fois I' intérét de 1'étude de la période post
prandiale comme un mode¢le intégrant le tube digestif, les signaux hormonaux et la réponse

cardiovasculaire et I'immense complexité de ce modele.

Le réflexe gastrovasculaire compense la baisse de la PA liée a la diminution de la

résistance artérielle splanchnique post prandiale.

Le débit cardiaque post prandial augmente chez les patients transplantés cardiaques et
présentent une augmentation plus importante du débit cardiaque par rapport aux sujets
normaux, ce résultat suggere que le coeur est amené a augmenter sa performance en
période post-prandiale par 1'action d’une hormone peut étre d’origine pancréato duodénale.

Chez les sujets jeunes en bonne santé, la PAS et flux sanguin cutané ne sont pas modifiés.

Chez les sujets jeunes en bonne santé les indices de la rigidité artérielle comme la VOP,
I'Alx et ’Alx@75 diminuent pendant la période post prandiale.

Chez le sujet sain I’hyperglycémie aigué¢ diminue la fonction endothéliale

L'augmentation de ’ASNM chez les sujets sains se produit régulierement apres tout type

de prise alimentaire.

La balance sympatho-vagale cardiaque postprandiale s'éleve principalement en raison de a
la réduction de l'activité vagale et la perfusion de lipides n'a pas d'effet important sur le
contréle autonome cardiovasculaire. Boire de 1'eau augmente considérablement et

rapidement l'activité sympathique. Le jeline supprime l'activité du SNA sympathique.

Selon le mode d'administration du glucose oral vs intraduodenale, 'ampleur de la chute de
la PAS et de I'augmentation de la FC sont moins importantes pour I'administration per os.
L'amplitude de la chute post-prandiale de la PA est aussi influencée par la vitesse de la
vidange gastrique et les différents types d’hydrates de carbone. L'ingestion d'une boisson
riche en lipides conduit a une chute comparable de la PA par rapport a une boisson

glucidique mais l'apparition de ce phénomene est retardée chez les sujets agés sains.

L’hypotension postprandiale se produit généralement chez les personnes agées et

représente une cause majeure de morbidité.
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Les roles des hormones sont multiples:les catécholamines stimulent la production
hépatique de glucose et la lipolyse. La sécrétion d'insuline dépend du ratio de l'activité a
/B-adrénergique sur les cellules béta dans de différentes conditions et sur l'action du

glucagon.

Le métabolisme basal, est régulé par les hormones thyroidiennes, alors que la

thermogenese facultative est régulée par le systéme nerveux adrénergique.

L’insuline induit une diminution de 1I’Alx chez les sujets sains tandis que cet effet de

I’insuline est diminué chez les DT2.

Le GLP1 peut modifier I'activité parasympathique et peut également induire des

changements dans les variables hémodynamiques et moduler I'activité autonome.

Chez les diabétiques la fonction endothéliale reste diminuée. Le traitement par les
analogues rapides de l'insuline comparés a l'insuline ordinaire peut restaurer le flux

sanguin post-prandial microvasculaire chez les patients atteints de DT1.

Cette partie décrit la présence des plusieurs facteurs qu'on doit prendre en compte en
¢tudiant les modifications hémodynamiques post prandiales. L'interaction des
mécanismes hormonaux ou neuronaux et 1'age des sujets qui participent dans I'étude sont
des facteurs importants. Les niveaux des mesures de 'activité du SNA, cardiaque ou

ASNM.

Le type de repas: liquide vs solide et leur contenu en glucides peuvent induire des

grandes différences aux parametres étudiés.

138




Troisiéme partie

3 Travaux personnels-Questions posées

Etude métabolique des mise

e Moyenglycémique

au pointavec des holters

glycemiques. ¢ Variabilite glycemique

Mesu!re ‘?’e | EXPOS'tIO? a3 Validation du petit déjeuner
glycemie post peandiale standardisé vs HGPO

Facteurs non modifiables
P Periode post prandiale

Dyslipidémie, Integrateurs du - - -
traitement risque cardio
hypolipémiant vasculaire
7 g
: | A

T 4 \.\
Obesite 8 Insuffisance
, NASH
renale

Cette troisieme partie de la these présente les résultats des travaux personnels. Dans la
deuxie¢me partie nous avons déja défini les intégrateurs du risque cardiovasculaire ainsi que
les facteurs classiques modifiables ou non modifiables qui ont un impact direct sur ces

indices.
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Dans un premier temps, nous avons men¢ une étude métabolique en utilisant des holters
glycémiques pour la mise au point des mesures de la variabilité glycémique sur tout le spectre
glycémique. Ensuite, nous avons pu valider avec la méme étude l’utilisation d’un petit
déjeuner standardisé (c’est-a-dire notre outil de travail pour 1’étude de la réponse post-
prandiale) en comparant la cinétique de la glycémie avec celle d’une charge orale en glucose.
Le vrai avantage du petit déjeuner est qu’il ressemble aux habitudes alimentaires frangaises et
qu’il est trés bien toléré, ce qui n’est pas le cas avec la charge orale en glucose.

Nous avons étudi¢ I’impact de la réponse postprandiale aux intégrateurs du risque
cardiovasculaire de facon systématique avec trois études qui couvrent aussi la totalité du
spectre glycémique. Nous avons ¢tudié des sujets normo-glycémiques (NUTRIVASC)
intolérants au glucose (ACCES) et diabétiques de type 2 (INSUVASC). Les résultats de
I’étude ACCES sont en cours d’analyse et son protocole est disponible sur la partie annexe de
la these.

Nous avons voulu étudier aussi le rdle des facteurs dit non classiques et pour cette raison
nous avons mené deux études sur 1’association de la stéato-hépatite métabolique (NASH) et

de la neuropathie diabétique.
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3.1 Contribution de la glycémie post prandiale sur I’exposition glycémique
chez des sujets sans dysglycémie connue

3.1.1 Introduction

3.1.1.1Glycémie post prandiale et pronostique cardio-vasculaire

3.1.1.1.1 Sujets sans diabete

Les anomalies précoces du métabolisme glucidique sont associées a un mauvais pronostic
cardio-vasculaire. Dans 1’étude prospective parisienne qui incluait des hommes sans diabéte
connu et agés de 44 a 55 ans a I’inclusion, la comparaison de la mortalité cardio-vasculaire a
24 ans selon la glycémie a jeun ou la glycémie a 2 heures apres une charge orale en glucose a
montré qu'une glycémie a 2 heures élevée était de plus mauvais pronostic que des glycémies a
jeun élevées [464]. Plusieurs études épidémiologiques suggerent fortement que la glycémie
post-prandiale est associée a une augmentation du risque cardio-vasculaire dans la population

saine.

Ces résultats ont ét¢ confirmés par 1’étude Hoorn [465], le Honolulu Heart Program [466] et
la Chicago Heart Association Detection Project in Industry study [467]. Le pronostic péjoratif
associé a des glycémies post-stimulatives élevées a été confirmé par la méta-analyse d’études
européennes DECODE (Diabetes Epidemiology Collaborative Analysis of Diagnostic Criteria
in Europe) [468].

3.1.1.1.2 Sujets ayant un diabéte

La glycémie post-prandiale est associée a une augmentation du risque cardio-vasculaire chez
les diabétiques de type 2 [469]. L'étude DIS (Diabetes Intervention Study) a mis en évidence
le réle de 1'hyperglycémie post prandiale sur I'athérosclérose et la mortalité cardiovasculaire
[470].Toutefois il n’existe pas d’études reliant ce risque aux taux de glycémie aprés un repas
test et la plupart des conclusions sont extrapolées a partir d’études en population saine qui ont
recouru a une charge orale en glucose. La baisse de la mortalité cardiovasculaire sous
acarbose chez des sujets intolérants au glucose dans 1’étude Study TO Prevent Non Insulin
Dependent Diabetes Mellitus (STOP-NIDDM) [471] vient soutenir le role de I’hyperglycémie

post-prandiale dans le risque cardiovasculaire.

La glycemie apres charge orale est un meilleur marquer du risque de survenu des

complications diabétiques microvasculaires que la glycémie a jeun [472].
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3.1.1.2 Autosurveillance glycémique et Mesure du Glucose en Continu (MGC)

L’autosurveillance glycémique (ASG) est un outil important dans la prise en charge du
diabete. Alors que I’ASG est essentielle, elle ne suffit pas en soi pour promouvoir une gestion
optimale du diabéete et des actions apres I’ ASG sont nécessaires afin de parfaire 1'équilibre
glycémique. L’éducation des patients afin qu’ils puissent prévenir ou retarder les
complications de cette maladie constitue une avancée thérapeutique. Plusieurs études ont
prouvé l'importance du contrdle de la glycémie sur la réduction des complications a court et a
long terme. L'un des principaux outils pour améliorer le controle glycémique est 1’ASG. Nous
disposons maintenant d'une technologie qui permet aussi la mesure du glucose en continu
(MGC). Un autre aspect important de la prise en charge du diabéte est la prévention de
I'hypoglycémie. Les données disponibles ont mis en évidence que les MGC réduisent et
préviennent les hypoglycémies.

Une des mesures les plus souvent utilisées pour la surveillance du contrdle du glucose a long
term est I'hémoglobine glyquée (HbAlc). Cependant, dans un grand sous-groupe de
personnes atteintes de diabete, environ 15% des valeurs HbAlc pourraient étre fausses. Plus
précisément, dans certains groupes ethniques, les personnes souffrant d'une drépanocytose et
les patients atteints de maladie rénale sévére ont des niveaux HbA lc qui ne sont pas en
corrélation avec la glycémie moyenne. D’autre part I' HbA 1c ne fournit pas une image des
hypoglycémies et/ou des épisodes hyperglycémiques. Pour ces patients, la MGC est
pratiquement le moyen le plus utilisé pour évaluer le contrdle glycémique [473].

Un consensus d'experts a suggéré que les patients diabétiques de type 1 devraient faire leur
ASG au moins 8 fois par jour. L'American Diabetes Association recommande que les patients
sous insulinothérapie intensive doivent faire une ASG avant les repas et les collations, parfois
apres les repas, au coucher, avant une activité physique importante, quand ils soupconnent
une hypoglycémie, apres le traitement de I'hypoglycémie, et avant les tiches quotidiennes
importantes (par exemple, conduite) [474]. Une ASG fréquente réduit la fréquence des
hypoglycémies. Dans une étude sur les personnes atteintes de diabete de type 1, la fréquence
accrue de I’ASG a diminué de fagon significative ’HbA ¢ dans tous les groupes
indépendamment de leur age [475]. Bien qu'il n'y ait pas de limite supérieure a la fréquence
de la surveillance quotidienne qui pourrait offrir plus d'avantages au controle de ’'HbAlc,
l'effet semble commencer a ne plus étre significatif a partir de 7 a 8 fois par jour [476].

Les données épidémiologiques observationnelles indiquent que 1'ASG est corrélée avec une
diminution des complications liées au diabete et a la mortalité toutes causes confondues chez
les personnes atteintes de diabete de type 2. Chez ces patients le risque de I'hypoglycémie

croit avec le nombre d’injections quotidiennes d'insuline. Les femmes enceintes traitées par
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l'insuline doivent surveiller leur glycémie au moins 8 fois par jour. De grands essais

randomisés sont nécessaires pour valider les opinions d'experts [477].

3.1.1.3 Mesure du Glucose en Continu

L’utilisation de la MGC a amélioré les résultats cliniques du diabéte en réduisant
I'hypoglycémie [478]. La MGC est recommandée chez tous les patients avec diabéte de type 1
et devrait étre disponible aussi pour les diabétiques de type 2 traités par plusieurs injections
d'insuline, insuline basale, ou sulfonylurées. La MGC devrait également étre utilisée chez tous
les patients qui sont a risque d'hypoglycémie et / ou ayant eu une hypoglycémie sévere [479].
Alors que les études utilisant MGC dans le diabete de type 2 sont limitées dans la pratique
clinique elle peut étre aussi utile pour identifier et corriger les excursions glycémiques post-
prandiales [480]. L'opinion d'experts pour 'utilisation intermittente de la MGC
(habituellement 1-2 semaines) chez les patients atteints de diabéete de type 2 est qu’elle peut

étre plus efficace que I’ASG quotidienne pour I’ajustement du traitement [481].

3.1.1.4 Précision et événements indésirables

Les données existantes indiquent que la précision de I’ASG augmente la confiance des
patients, améliore I’adhérence, les adaptations d'insuline, et la qualité de vie [482]. Les
valeurs qui sont situées dans les limites sont plus problématiques en particulier les erreurs
dans ou autour de la gamme hypoglycémique qui peuvent avoir des conséquences graves pour
la prise d’une décision thérapeutique immédiate [483].

Les données sur des effets indésirables infligés au patient suite a un dysfonctionnement de son
appareil d’ASG ne sont pas disponibles de fagon systématique et leur déclaration n’est pas
standardisée. A I’heure actuelle la tragabilité des événements indésirables est difficile a mettre
en place (fabricant de bandelette, la société pharmaceutique, le patient, ou la progression de la

maladie).
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3.1.1.5 Description du systeme de la MGC

La plupart des appareils de MGC sont composés de 3 parties : un capteur, un émetteur qui est
fixé sur le corps et un récepteur. Le capteur est inséré dans le tissu sous cutané, le plus
souvent dans I'abdomen ou sur la partie supérieure du bras. Il emploie un tampon adhésif
solide pour fournir une base solide pour fixer I'émetteur sans fil, qui transmets des données de
mesure de glucose pour le récepteur jusqu'a une distance de 3-5 m. Le récepteur peut étre une
unité autonome avec des tests de glycémie capillaire intégrés. L'écran du récepteur affiche le
niveau de glucose en temps réel, les tendances hyper et hypoglycémiques et les mesures en
continu de glucose. Il existe également des systeémes aveugles sur lesquels les données ne sont
pas disponibles en temps réel et nécessitent d’étre téléchargées pour étre visualisées. La
plupart des capteurs ont une durée de vie de 5 a 14 jours; presque tous les capteurs nécessitent
une calibration avec 3 ou 4 glycémies capillaires pendant la période de leur utilisation.

Le développement de la MGC a permis la comparaison de la cinétique entre le glucose
plasmatique et le glucose interstitiel chez des sujets sains. Apres 1'augmentation de la
glycémie suite a une HGPO, I’augmentation du glucose interstitiel arrive apres
I’augmentation de la concentration du glucose dans le sang. En revanche, la diminution de la
concentration de glucose interstitiel se produit en premier [484]. Un tel phénomene a
¢galement été observé chez les rats non diabétiques: au cours de I'hypoglycémie induite par
l'insuline, la concentration du glucose interstitiel contrélée avec un capteur sous-cutané
diminue la premiere [485].

Par ailleurs, les niveaux glycémiques interstitiels sont inférieurs aux valeurs plasmatiques
pendant une légere hypoglycémie et pendant la récupération d'une hypoglycémie [486].

Ce phénomeéne appelé « push-pull » est lié a 1’action rapide de ’insuline dans le milieu
interstitiel.

La détection non enzymatique du glucose implique I'oxydation directe du glucose en acide
gluconique par 1'oxydase du glucose. L'enzyme est soit étalée sur la surface de I’¢lectrode et
dépend d’un potentiel électrique, soit incorporée dans I’électrode et oxyde de fagon directe le

glucose sans 1'utilisation d'un potentiel électrique
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3.1.1.6 Evaluation de la contribution absolue et relative des glycémies post-prandiales
aI’HbAlc chez des patients diabétiques de type 2

Les travaux de Monnier et coll nous ont permis de comprendre I'effet de 1'exposition globale a
I’hyperglycemie. Chez un patient diabétique cette exposition peut étre estimée en calculant
I’aire sous la courbe du profil glycémique des 24 heures. En conséquence, la contribution
absolue de la PPG a I’augmentation de I’HbA ¢ peut étre définie comme la proportion de
I'HbA 1c (exposition totale de glucose) par rapport a I'exposition PPG [487]. Dans tous les
groupes de patients qui avaient un taux d'HbAlc > 6,5%, la contribution absolue des
excursions PPG a I'HbA1c¢ était constante, d’environ 1 %. La contribution absolue des
excursions PPG a été trouvée inferieure a 0,7% chez ceux qui étaient bien contrdlés avec un
taux d'HbAlc < 6,5%. Ce résultat reste une description simple et généralisable de la

contribution apportée par les excursions a PPG dans I'exposition globale au glucose [488].

La contribution relative de la glycémie postprandiale (en pourcentage) peut étre exprimée
avec la formule (1 / [HbAlc -5,7]) x100. La contribution relative de I'hyperglycémie basale
(en pourcentage) est calculée par différence: 100% - la contribution de la glycémie

postprandiale en %.

L'évaluation de la contribution relative dépend des seuils des taux glycémiques choisis pour la
glycémie a jeun. Par exemple, la contribution de glucose basale peut étre soit surestimée soit
sous-estimée selon que la limite supérieure de la glycémie a jeun est fixée a 100 mg/ dL ou a

110 mg / dL (avant 2003).

Supposons que cing sous-groupes de patients aient des différents niveaux de HbA1c moyenne
7%, 8%, 9%, 10% et 11%, respectivement, et supposons que 5,7% soit la limite supérieure de
" HbAlc normale chez les personnes normoglycémiques. Comme la PPG contribue pour
environ de 1% aux taux de I'HbA1c dans tous ces cinq sous-groupes, les contributions
relatives de PPG (en pourcentage) de 'augmentation globale de la glycémie est de 77% (1 /[7
- 5,7] x 100) dans le premier sous-groupe, 43% dans le deuxieme, 30% le troisicme, 23% dans
le quatrieme et 19% dans le cinquieéme. Les contributions relatives de I'hyperglycémie basale,
exprimées en pourcentage de I'hyperglycémie globale, peuvent facilement étre calculées et
sont respectivement de 23%, 57%, 70%, 77% et 81%. Toutes ces observations confirment
que la contribution relative de la PPG est prédominante chez les patients présentant un bon
controle du diabete sur la base de I'HbA lc¢, tandis que le glucose basale devient le principal

contributeur chez les patients diabétiques mal controlés [489].
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La contribution de la glycémie post prandiale chez les sujets sains sans dysglycémie connue
constitue le premier travail dans le cadre de cette thése et nous permet d'avoir des résultats sur
la contribution de la glycémie postprandiale dans le continuum glycémique c'est-a-dire dans le

passage de la normoglycémie a l'intolérance au glucose et finalement au diabéte de type 2.
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3.1.2 Mise au point d'une méthode d'étude de la glycémie en période post prandiale
utilisant un holter glycémique. Etude chez des patients obéses.

3.1.2.1 Objectif

I a été montré chez les diabétique de type 2 que la contribution de la glycémie
postprandiale a I'hyperglycémie diurne globale des 24 heures était plus importante pour les
valeurs basses (<7,5%) de I'HbAlc. La contribution de la glycémie a jeline/postprandiale et
l'exposition hyperglycémique chez des sujets en surpoids ou obeses sans dysglycémie connue
n'ont pas été étudiées a ce jour.

Quant a la variabilité glycémique (VG) chez ces patients, nous avons fait I'hypothese
que la VG de 24 heures serait plus élevée chez les patients ayant des niveaux élevés d'HbAlc.
Pour répondre a ces points, des patients en surpoids ou obeses ont eu une surveillance

continue du glucose (CGM : Contiuous Glucose Monitoring).

3.1.2.2 Méthodes

3.1.2.2.1 Patients

Nous avons inclus de facon prospective de Mars 2006 a Décembre 2010, 72 patients
consécutifs en surpoids ou obeses (indice de masse corporelle (IMC)> 25 kg / m?). Les
participants n'avaient pas de troubles glycémiques connus ni de traitement antidiabétique. Les
participants ont été recrutés parmi les patients ambulatoires suivis dans notre département
pour bilan d'obésité. Ils n'avaient pas de maladie aigué et étaient dans un état stable. Le but de
I'étude était d'évaluer les troubles métaboliques associés a 1'obésité. Les criteres d'inclusion
étaient un IMC supérieur a 25 kg / m” et un 4ge de 18 a 70 ans. Les enregistrements ont été
considérés comme de bonne qualité¢ quand il n'y avait pas de données manquantes pour la
période post-prandiale et pas plus de 20 minutes de données manquantes pendant la période
de jeline ou postabsorptive. Les participants ont donné leur consentement éclairé et ont été
admis dans le Service d'Endocrinologie — Diabetologie - Nutrition de 1'hdpital Jean Verdier

(jour 0).
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3.1.2.2.2 Hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO)

L'HGPO a été effectuée dans la matinée de la premiere journée apres 12 heures de
jetne. Le test consistait en deux dosages de la glycémie: a jelin et 120 minutes apres avoir bu
une solution de 75 g de glucose dans 200 ml d'eau en 5 minutes. On a demandé aux patients
de prendre 250 g de confiture dans 'aprés-midi (jour 0) avant 'HGPO, afin de compenser une

restriction glucidique fréquente sur la journée précédente .

3.1.2.23 Holter Glycemique (CGM)

Le dispositif CGM (Guardian RT, Medtronic, Northridge, CA) a été placé dans la
matinée du jour 1 au moins 2 heures avant 'HGPO. La mesure du glucose interstitiel a été
validée avec au moins 3 a 4 mesures de glycémie capillaire selon les indications du fabricant.
L'enregistrement CGM a duré 24 heures, le jour 1 de 00:00 a 24:00 et a été analysé pour
chaque patient. Nous avons demand¢ aux participants de ne pas avoir d'activité physique, de
toujours utiliser les ascenseurs de 1'hdpital et pendant la journée 1 de rester a l'intérieur de leur
chambre d'hopital pendant 24 heures. L'apport calorique quotidien a été fixé a 1 800 kcal et a
¢té divisé en 3 repas sans prise des collations. Cet apport représentait environ la dépense
basale quotidienne moyenne d'énergie calculée précédemment pour les patients obéses de

notre département .

Protocole de I'étude
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Figure 19 : Protocole de I’étude CGM
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3.1.2.24 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SPSS statistiques (version
13.0, Chicago, IL). Les variables ont été exprimés en moyenne = SD ou sous forme de
pourcentages. Le coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé pour analyser les
associations entre les variables continues. Les groupes de quartiles d'HbAlc (Q1 a Q4) ont été
comparés par analyse de variances lorsque les écarts étaient homogenes. La correction de
Bonferroni pour les tests multiples a été utilisée pour les analyses post-hoc. Lorsque les écart
types n'étaient pas homogenes, méme apres transformation, nous avons utilisé le test de
Mann-Whitney U. Le test du chi carré a été utilisé pour les variables catégorielles. Le fait que
deux patients ayant des enregistrements de CGM de mauvaise qualité aient été exclus de
l'analyse, nous a conduit a réaliser 1'analyse «sur le traitement» et non «en intention de
traiter». La taille de notre population pour un test bilatéral (0=5%) afin d'obtenir une
puissance statistique de 80% et un niveau de probabilité a (a/4=0,0125) avec un effet attendu
estimé a 1,3 pour la contribution de I'hyperglycémie «relative» PPG entre les quartiles de
I'HbAlc (%). Le nombre total d'au moins 72 patients (18 sujets dans chaque groupe) a été
décidé afin de surmonter les distributions inégales de I’HbAlc en raison de la nature
imprévisible des inclusions consécutives ou la présence de données manquantes. La puissance
de I'étude n'a pas été affectée par I'exclusion des 2 patients qui avaient des enregistrements de
mauvaise qualit¢ du CGM a la fin de I'é¢tude. Bien que nous ne puissions pas exclure
formellement la présence de biais, 1'impact des données manquantes devait étre minime, car
ils représentaient 2,8% de 1'ensemble des données et c'est la raison pour laquelle nous pensons
que les analyses «sur le traitement» et «intention de traiter» meneraient a des résultats

similaires.

3.1.2.3 Résultats

3.1.2.3.1 Contribution de la glycémie post prandiale (PPG)

Le pourcentage de contribution de la PPG a une hyperglycémie relative> 5,5 mmol/L a
été calculé pour chaque quartile d” HbAlc par la formule [100 x (Aire sous Courbe (AUC)
postprandiale 3 h — AUC sur 3 h pour une glycémie constante de 5,5 mmol / L) / (total 24 h
AUC - AUC sur 24h pour une glycemie constante de 5,5 mmol / L)] tel que décrit

précédemment dans 1'article de référence de Monnier et al. [487].
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Figure 20: Enregistrement CGM de 24 heures

A) La moyenne de I'AUC de 24 heures du glucose interstitiel était différent entre Q1 a Q4 (p
< 0,0001, fig. 14). C) La somme de l'exposition hyperglycémique >5mmol/L sur 24 heures a
augmenté de QI a Q4 (p < 0,001), exprimé par les AUC de jetine / post-absorptive et
postprandiales dans la figure 1C. De Q1 au Q4 I’AUC jeiuine / post-absorptive augmentait de
17 fois et I’AUC postprandial 7 fois (p < 0,001). D) La contribution relative de la période
post-prandiale a hyperglycémie totatle diminuait de Q1 au Q4 (81 + 3 %, 66 = 6 %, 66 = 7%,
5712 %p <0,05); Q4 a jeun et Q4 PPG étaient significativement différents (p < 0,001).

L'AUC totale refléte 1'exposition glycémique absolue, 'AUC totale augmente pour les
deux périodes c'est-a-dire jeline / postabsorptive et postprandiale, résultant en une
augmentation surtout dans le quartile le plus élevé de 'HbA1c, dans lequel I'AUC a jeun était
plus importante que I'"AUC postprandiale en Q3. Une conclusion importante est que chez les
patients sans trouble du métabolisme glucidique connu, la contribution postprandiale a
I'hyperglycemie totale est toujours supérieur a la contribution a jeun /post-absorptive dans le
méme quartile de I'HbAlc. La contribution de la période post-prandiale a I’ "hyperglycémie
relative" commence de 81 % en moyen dans le premier quartile de HbAlc s’abaisse a 57%
dans le Q4 tandis que la glycémie a jeun augmente. Ce résultat suggére comme il a été déja
publié que, méme avant l'apparition du diabéte, la présence d'une glycémie postprandiale
anormale se traduira par une hyperglycémie a jeun (>1,10 g/L). La perte du contréle de la
glycémie post-prandiale précede donc la détérioration de la glycémie a jeun, avant méme

l'apparition du diabete.
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La PPG est restée le principal contributeur de «hyperglycémie relative» dans tous les
quartiles, la présence d'un petit échantillon n'a pas permis d'établir une valeur seuil de

I’HbAlc pour I’apparition de diabete.

3.1.2.3.2 Variabilité glycémique

L'augmentation des quartiles dHbAlc a été trouvée associée avec tous les indices de
variabilité glycémique, a l'exception du LBGI, M-Value et MAG. MAGE ¢était fortement
corrélé avec d'autres indices de variabilité glycemique comme SD (r = 0,901, p < 0,001), CV
% (r= 0,890, p <0,001), LI (r=10,918, p <0,001), J Index (r = 0,747, p < 0,001), HBGI (r =
0,857 p < 0,001). L'HbA Ic corrélait avec des valeurs moyennes de glycémie des 24 heures (r
= 0,572, p <0,001). MAGE corrélait avec le taux d'HbA1c et augmentait en fonction de 1'état
glycémique (1,9 £ 0,75, 3,5 + 1,4 et 5,6 £ 2,3 pour les patients avec normoglycémie,
hyperglycémie intermédiaire ou prédiabete et le diabéte, respectivement; p < 0,001).

Ainsi la variabilité glycémique augmente en méme temps avec la présnce de désordres plus
importants et I'augmentation concomitante de I'HbAlc.

I1 existe peu de données disponibles sur la pertinence clinique des indices de variabilité
glycémique dans les états prédiabétiques et la présence des comorbidités. Dans une étude
récente, aucune corrélation n'a été trouvée entre 1'épaisseur intima-média de la carotide et le
MAGE. La raison la plus probable est que 'amplitude de MAGE des participants était
relativement faible par rapport a celle des patients atteints de diabete. Il existe des preuves en
faveur de I'existence d'une relation entre la neuropathie périphérique et l'intolérance au
glucose. Les principaux mécanismes pathogéniques sont susceptibles de résulter de
I'hyperglycémie postprandiale qui provoque un stress oxidatif de faible amplitude répétitif
capable de prédisposer a des complications précoces [490]. La glycémie postprandiale chez
les personnes ayant une intolérance au glucose est également associée de fagon indépendante
aux complications microvasculaires traditionnelles comme la rétinopathie [491].

Une limite de notre étude était la petite taille de I'échantillon, le fait que nous ne pouvons pas
exclure un biais de sélection et que nous pouvions analyser l'exposition de glucose moyenne
et la variabilité glycémique seulement sur 24 heure de CGM et donc la répétitivité de nos

résultats n'a pas pu étre testée.
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(n = 13). They were separated into HbAlcquartiles (Q1 to 04). A 24 hour continuous glucose
monitoring was usedundera 1800 kcal diet and minimal physical activity. We assessed FPG
contribution (3 hour period after each meal) to the “relative” 24 hour hyperglycemia
(glucose walues =5.5 mmol/l); the remaining time was considered as the fasting/post
absorptive period.

Restlts. HbAlc mnge was from 5.1% to 7.4% (32 to 57 mmol/mmol). From the lowest to
the highest HbA 1c quartle, the area underthe curve (AUC] for the “relative” hyperglycemia
presented a 17-fold increase for the fasting/post-absorptive (p < 0.001) period and a 7-fold
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hyperglycemia wes calaubted with the following formula [100 « (postprandial 3howr
AUC -3h AUC for-a comstant 55 mmol/. glyeemialictal 24h AUC -4 h 2UC for
constant 5.5 mmol/L glycemia]] and decreased from Q1 to Qdof HbAl: B1.2%, 66%, €5.3%,
57%; p < 0.007). Increasing HbAlc quartiles were associated with higher daily mean Slood
ghucose level (p < 0.001) and higher levels of daily glucose variability indices, including
men amplitade of glycemic excursions (p < 001),

Condusions inoverweight/cbese patier ts, HbAlc was assaciated with lower PFG contibution
o “relative” hypergly-emia and grzater gycemic vanability. The present findings suppart the
importance of postprendizl penod in glycemuc =xposure even before the appearance of diadetes.

€ 2014 Puslishec by Elsevier Inc.

1 Introducton

Glycated hemoghbbin (HbAlc) is a reflection of the 12-week
glycerric exposure and remains the gold standard for the
management and therapy edustment in diabetic patients
sirce kigh HbAlc levals ere associated with an inzrzased risk
for long-term diabstic complications [1,2) The racent intre-
ducton of a naw 1eference method in crder to calibrate all
HbAlc assay instruments [3] has improved HbAl: assay
standardization by providing low pre-analytic instsbility and
biologic vardability (1 4] HbAlc has recently been proposed as
a diagnostic criterion for diabetes and as a tool O idetify
individuals at high risk for diabetes [5].

With the use of conmtinupus ghucose monitering (CCOM)
devices it is now pessible to separate the varfious components
of glvcemic exposure and measure the contribution of fas ing/
post absorptive glycerria and postprandial glycemia (PPC) to
the overall hyperglycemia. It hasbeens hown in type 2 diabetic
patients that PPGcontribution to the overalidiumal hvpergly-
cemia was geater when HbAlc was low [6,7]. High PPG may
have major consejuencas, as llustrated by the increased
mertality in individuals with abnormal 2-hous plasma glucose
afteran oral glucose tolerance test (OGTT) but not those with
increased fasting plasma glucose values [3]. In addition to the
previous findings the magnitude of glycernic varianility (GV)
differs according to glucase exposure This i clinically
relevant since GV kas been propesed as a predictor of eellular
damage and microvascular complications in disbetic patients
[9,10]. The major pathogenic machanisms involved in this
process seem. to be the induction of oxidative stress [11,12) and
endothelial dysfunction [12].

Data Tom the United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS) have shown that the dacline in p-cell function begins
several years before the appearance of diabetes [13]. High PIG
seemns to occur before the deterioration of fasting ghicose levels
during diabetes [14], a phenomenon mainly due to the
disruption of the early phase of insulin secretior. [1516]. 1t has
already been shown that n non-diasetic patients there is a
wide variation in plasma msulin levels after anOGTTwith both
insulin action and insulin secretion being the determinants of
plasma glurese 17]. There are neo data describing the PIG
contribusion tc overall hypergiycemia and the l=vels of GV
according to HbAle with the use of CGM. We have made the
hypathesis that, in overweight/obese patiznts without known
dysglycemia postprardial contrbution to hyperglycemia would
havean irverse relationship with HbAlc, as it is the casein the
digbetic population [6,7]. We also hypothesized. that, in the
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same grovp of patients, the 24-hour GV would be the Lighestin
those with kigh EbAlc levels To address these points,
overweight or cbess patents underwent continucus ghicose
rronitoring in order to evaluate PRG contribution to hypergly-
cerric exposure ard to measurs GV according to HbAlc levels,

2 Patients and methods
21, Patents

From March 2006 to December 2010, we prospectively
included 72 owverweight or obese (body mass index
(BMI) > 25 kg/m”) consecutive patients, Participante hai no
known glveemic disorders or antidiabetic treatment. Fartici-
pants were recruited from outpatients referred to our depart-
ment for obesity. They were free of acute disease and werein
stable condition. The study was proposad in order 1o assess
the metabolc disorders associated 1o obesity,

Inclusionedteriawere a BM superior than 2t kg/m’ and age
raging from 18tc 70 vears. Excluson criteriawere the following:
presence of known diabetes or glucose inwlernnce, compulsive
eating bekavicr or other eating disorders, syndiomic causes of
obesity, pregnancy, malignandies, anemia, respiratory fallure,
heart failure, EHdnay fallure or hepatic failure and inability to
contrel glycemis. Participants with poor CGM racordings were
ako excluded Recordings were comsidered of good guality
when there war= nc missing dat for the pestprandial period
and no mere than 20 mnutes of missing data at fasting/post-
absorptive p=nod. Participants gave infermed consent and were
admitted in the Department of Endoainolsgy-Diabetology-
Nutrition of Jean Verdier hospital (day 0).

- Methods
= % S OGIT

The OGTT wasperfommed in the morming of day 1after a 12-hour
fast The test consisted of plasma glucose measurements at
fasting and 120 minutés after drirking 75 g of arnhydrous
glucose dissolved in 200 ml of water within 5 minutes. The
patients were asked to eat 250 g of jam in the afternoon
(day O sefore the OGTT, in ordar to compensate a frequent
carbohydrate restrictior. on the previous day [18). According
to Amernican Diabetes Association | ADA) critenia, disbetes was



NETABOL SMCL'N'CAL ANDIETIPERTMENTAL XX [2014) TAXL-AXX 3

defined as a fasting plasma glucose =7 mmol/L (126 mg/dl) or
a 2-hour plasma glucese >11.1 mmel/l (200 mg/'d]) ar both
with the OGTT strategy [19]. Intermediate hyperglycerriawas
defined as impairsd fasting gucose {fasting plasma glucose
=55 mmolL (100 mg/dl) and <7 mmolL (126 mg/dl)) and/or
impaired glicose tolerance (2-hour plasma glucose >7.8 mmolL
(14C mgrd) and <111 mmelll with the OGIT swategy [19].
Dysglycernia was defired as intermediate hyperglycemia or
diabetzs. All the cther bischemical mezsurements were per-
formed on the same day.

32, Continuous glucose manitoring

The CGM device (Guardian BT, Medtronic, Northndge, CA)
was placed on the mornirg of day 1at least 2 hours before the
COGTT. interstitial glucose readings were validated with at
least 3 to 4 capilary glicase measurements according to the
manufacturer's guidelines. The 24-hour CGM recorded on day
1 from 00:€0 to 24:00 was aralyzed for each patient.

Fatients were instructed not to have any physical activity,
always use the hospital's elevators and durng day 1 to
remain ineids their hoepital room for 24 howre. The study
period began at day 2 from 00:00 untl 24:00, daily caloric
intake was set at 130) keal and was divided ir. 3 meak with no
snacks, The 1800 keal diet represented approximately the
mean dailybasal energy expenditure previously calculated for
the obese patients of our department [20]. A stardardized
breakfast (consisting of 200 ml of coffze or tea with no added
sugar, 60 grams of bread, 30 gams of jam: and 200 ml of
orange juice) of 400keal was given, lunck and dinner
contained 700 keal respectively with 50% of carbohydrates,
15% of proteins ard 35% of lipids.

33, PPG cortribution and GV

CGM recordings ware used to evaluate PPGeontribution to the
owverall hypergiycemia and o mzasure GV, The areas under
the curve (AUC) for 24 hours and 3 hours postprandially after
breakfast, lunch end dinner were calculated from the CGM
recordings. The remaining 15-how CCM recording was
considered as the sum of both post-absorptive and fasting
perieds [21) The mean for 24-hour glucose expressad the
mean “shsolute’ exposurs to glucose. The AUC of a constant
55 mmell glucose concentration wasz subtracied fraom these
AUCs, and the AUC difference was considered as "relative
hyperglycemia” The 55 mmel/L glucose level was selected
because it represented the cutpoint for defining IFG according
to the ADA criteria. This upper limit of fasting glucose was a
more sensitive cutpoint for descrbing the fasting glucose
contrivution in hyperglycamia in the non-diabetic range than
the 6.1 mmolL used in type 2 diabetes |6,7]. The percent of
PPC contribution to the “relative hyper glycemia” was calcu-
lated for each quantile of HbAlc by the formuls [100 = (post-
prandial 3 hour AUC - 3h AUC for a constant 5.5 mmol/L
glycemin)/(total24 h AUC - 24 h AUC for constant 5.5 mmel/L
glycemia)] as previously described [6]. Similarly, the percent
of fasting/post-abeorptive glucose contrisuticn was estimated
from the formula: [100 = (fasting/ post-ansorptive AUC - AUC
for a constant 55 mmol/L glyceruay(total 24k AU-24h
AUC for constant 5.5 mmolAL glysemia)]

Twenty four hour CGM recordings from 00:00 to 24.0 were
used and glycemic variability indices werecalculated with the
EasyCV® software [22]. MAGE calculations were not affectad
by the presencs of hypoglvcemic downstokss since
partidpants 4id rot receive any treatment for diabetes [23].
The Bllowing glycemic variabiity indices were caloulated:
mean bloed glucose MBC), mean amplitude of glycemic
excursions (MAGE), daily standard deviation of glucoss value
(D), coefficient of variation [CV%), continuous overlapping
net glycemic action (CONGA), | Index, high blood glucose
index (HBGI) and low blood glucose index (LBGL, labdity mdex
(LI) and M vahze, and mean absclue glucose (MAG)

4, Biochemical measurements

Glucose value was measured on venous plasma by the
glucose cmidase method (colorimetry, Kore Optima,
Thermolab System, Paris La Défense, France). In order to
prevent the degradation by the glycolysie enzymes from
erythiocytas and leukscytes, biood samples were collectad
into a fluoro-oxalate tube (therefore containing anticcagulant
mactivating glycolysis enzymes) and the centrifugation to
separate blood fluid from blood cells was dome within
15 minutes after the bloed sampling Regarding the precision
of measurerert of this technigue, the inta-assay mefficent
varation {repeatzbility) was 1% and the inter-assay coeffi-
clents of variation (reproducibility) were 1.4%/2 4% for normal
(5.16 mmeol/l} and pathological (17.10 mmel/L) values, respec-
tively Ragarding the accuracy, intemal controls (low and high
levels of a Biorad contiol, wers routinely daily performed.
HbAlc measuremert was based on a turbidimetric inhibi-
tion immuncassay principle and total hemoglobin measure-
ment on a medifiation of the alkaline hematin raaction
(Dimension® Technology, Siemens Healthcare Diagnosis,
Newark, DE) and HbAlc was expressed as & parcentage of total
hemoglobin and mmol/mel. The antibody that was ussd
measured the hemoglobin vardants that were glyzated at the
fi-chain N-terminus on epitopes with the amino acid sequence
VAL-HIS-LEU-THR including h=moglobin s, G H Wayne, E and
C. Mo cross-r=action was found for the anti-HbAlc entibedies
used in this kit with HbAQ, FbAls, Ebalb, ecetylated hemoglo-
bin, carsamylsted hemoplebin, gycated albumin nor with
labile HbAle, The HaAlc results wers standardized with the
results obtained in the Diabetes Contrd and Complications
Tria! (DCCT). This technique was cartified by the US Natior:al
Glycohemoglobin Standardization Program [WNGSP) based on
the DCCT HbAle measurement method [3]. Thus, ow method
could be certified as raceabls as the DCCT method regarding its
rigorous predsbn (rcommended NGSP/DCCT-5FBC velues of
repeatahbility < 3% and of reproducibility <4%) and sies criteria,
Our assay was also evaluated by the Agence Francaisz Je
Sécurité Sanitaire des Produits de Sents [AFSSAPS) and was
ellowed to be commercialized ir. France. The intra-assay and
inter-assay coefficient of varistons were 13% and 12%
respectively for normal whale blood sample (mean Alc 5.3%
B4mmelmol)) and 1.5% and 23% respectively for elevatad
HbAlc lavel mean Al 36% (70 mimolmol). Regarhing reb-
shility, internal contmwls low and high levels of a Biorad contral)
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were routinely daily performad. Finally, regarding the accuracy
of measurement, the glucose deterrmination as wel as all
binchemical parameters (including EbAlc analysis) performed
in the biochemistry laboratory are bi-anmually evaluated by
national {external quality control surveys.

Serum insulin was measured with the Luminescent Immu-
nologic Assey 'DFC, Loz Angeles, CA) ard insulin resistance
Homeostasis Model Assessment |HOMA-(R) index was calar
lated [21}. Insulin resistance was evaiuated by the Homeostasis
Model Assessment (HOMA) index and the Matsuda index [23].
The folowing measurements were also performed: total
cholestarcl, high deneity lipoprotein (HDL) cholestersl and
triglycerides (enzymatic colodmetry, Hitachi 912, Roche Diag-
nostic, Meylan, France). Low density lipoprotein |LDL) choles-
terol was calculated using the Foedwald formula, no
participants had tiglycsride levek superior to 400 mg/dl.

5. Statistical analyses

Statistizal analyses were performed with the SPSS statistical
software (version 13.0, Chicago, IL). Varidbles were sxpressed
as meens + S0 or as percentages. The Pearson comelation
ceefficient was used o measure associations bstween con-
tinueue variables Patients in HbAlc quartilee Q1 to (M) were
cempared with znalysis of variance when vanances were
homageneus.. The Bonferroni comection for multiple testing
was used o1 post-hoc analyses. When the variances were not
homogeneous even after transfonmation, w2 used the Mann—
Whitney U test, The chi square t=st was used for categorical
varizbles. The fact that twe patients with poor quality CGM
recordings were excluded from the analysis, rendered the
analysis “on treatment” and net ‘intention-to-treat’.

The estimated minimum sampls size for a two-taied hypoth-
esis was calculated at 15 persens per group (Q1 to C4) n order to
obtain a statistical power of 80% and a probability level at 00125
with an anticipated effect sze estimated at 1.3 for PPG contribu-
fon in “relative” hyperglyesmia hetwesn Hhar (%) quarties The
total numberof at least 72 patients (18 subjects in =ach group) was
decided in order to overcome unaqgual distrbutions of HbA e due
to the unpredicted nature of the corsecutive inclusions or the
presence of missing data. The power of the study was not affected
by the exdusion of 2 patients with pocr quality CCGM recordings
since at the end of the study we disposed in all quartiles mere
subjects than the predefined mumber Although we cannct
formally exclude the presence of bias, the impact of missing
data shouwld be minbual shice ey lepresented 28% of e whicle
data set and that is why we think that “on treatment” and
“intentivn-to-treat’ analyses would lead to smilar results

6. Results

&l Patients’ characteristizs in the total cohort and by
HbAlLe quartiles

Seventy-two patiznts were included, two patients did not
have good gquality of CGM r=cordings, both of these patients
had meore than 20 minutes of missing data at fasting/post-

absorptive period and were excluded from the study. The
characteristics for the 70 patients corsidered for analysis are
summarized in Table 1. According ta the OCTT, ¢ne patient
hadIFG, one had IGT and IFG, 22 had IGT and 13had diabetes
As expected, the rate of glvcemic disorders ncreased signif-
icantly from the first to the fourth HbAlc quartile {from Q1 te
), Age FbAlc fuctosamine, fasting and 2-heour plasms
gucoss increased significantly across HbAlc quartiles. There
were no race/zthnicity differences between HbAlc quartdes
{furopean/North AfricanySub-Saharan African, p = 0.332).

62 PPG contribution

The mean 24-hour glucose AUC represerted a mean indicator
of the glycemic exposure that increased from Q1 to Q4
{p <00001, Fig. 1A). The sum of the 24 hour “relative’
hyperglycemia AUC, was considsred as an absolute indicator
of the hyperglycemic exposure, inceased from QL o Q4
{p <0001, as shown for fasting/post-absorptive and post-
prandial AUCs in Fig 1C. There was a 17-fold incresse in
fasting/post-absorptive (p < 0001) and a 7-fold mcesse in
postprandial AUC from Q1 o Q4 (p <0,001). Fasting'post-
absorptive relative hyvperglycemic AUC markedly incraased
fror Q3 to Q4 and is value in Q4 bacame greater than the Q3
postprandial AUC (p< 0.001, Fg 1C). The contribution of
postprandial period o “relative” hyperplycemia decrzased
from Q1 to Q4 (81.2+ 3%, 66+ 6% 5B =£75% 57+ 12%

p<0.05) (Fig. 10), 04 fasting and Q4 PPG were significantly
different (p < 0,001}

63.  Glycemic variability

Table 2 shows that increaging HbAlc juartiles were sssocit-
ed with all glycemiz variability indices, except LDG], M-valse
and MAG. MAGE highly correlated with other irdizes like SD
fe=0.901, p<0001), CV% (r = 0890, p < 0.001), LI (r= 0918,
p<0.001), ] Index fr=074, p<000), HBGI [ =085
p< 0.001). HbAle corrzlated with 24-howr mean CGM glucose
values (r=052 p< 0001 (Fig 2A ins=t). MAGE correlated
with HbAlc (Fig 2A) and increased according to glycemic
status (19 (.75, 35+ 14 and 56 =23 for patients with
normeglycemia, intermediate hyperglycemia and diabetes
regpectively; ¢ < 0.001) (Fig. 28).

7. Discussion

Cur results show for the first time with the use of cortinueus
glucos: monitoring in a series of overweight/osese patients
with no known glycemic discrders representing the glycemic
continuum from nermal glycemia ro newly diagnosed diabe-
teg thut FP contribution ta overall hypergycemiadecreased as
FEbAlcincreased as ithas been shown in patents with type 2
diabetes [14]. Cur study confrmed previcusly published
papers eporting that the loss of postprandial glyremic
contral precedes the deterioration of fasting glycemia, ever
before the appearance of diabetes. Glycemuic wvariabiity
increased also with the appearance of dysglycemia and the
concurrent increase of HbAle:
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Table 1 - Patlent’s characteristics by HbAlc quartles.

Total

Quartiles of FbAlc 4 P
7
0= Ame19 @@-2) Bp-19 "9
HbAe (%9 min-max 51-74 5.1-5.5 56-5.9 6.0-6.2 6.3-74 <0001
HbAe (mmolimmol) min—max 3257 32-37 e-41 P 4557 <0.001
HbA%c % mean 59+ 0% S53401tF S58#01F 61201f 66202 <0001
Hbae (mmol/mmol] mean 41+25 M+058%+ 40 =454 43 £ 054 4810 <0001
Gender (farnale/male) 62/3 14/2 1745 16/0 51 0173
Age years) 652143 82211744 41134 5112048 525.125 0000
Body mass ndex kg/im?) B2268 32278 337267 343243  J61e64 03N
Wiist dreumbersnce (om) 1041=136 1042 = 133 1044« 37 1053214 WMEx147 0954
Fructosamine (pmel L) 76272 WOA=-184% BT1e176 22042004 23E+317 0007
Total cholesterdl (mmel/L) 5208 52110 5107 52208 54203 .646
LDL cholestere] (mmol'L) 3408 35209 32 0.6 321207 1503 0,309
Trighycerides |mmolL) 172048 12206 1810 18212 16205 0310
HEL cholesters| (mmolL) 11203 10204 11403 11403 12+03 0,352
Urinary alburmin excretion rawe (mg/?4 k) 1BE2146 162144 191224 116477 68233 0,268
Fasting plasma glucese (mmol/L} 5207 433 06§ 51=0.4% 52 106% 60203 <0001
2 b CETT plasma glucose (mmol/L) E3s 24 653z 16% P8:21% Bra22 0226 <000
Insulin (prool/L} BA5+ 576 TE7+262 7li=4R8 11532 874 965 +475 0118
HCOMA-IR 16+ 20 14204 1309 21418 1B=03 0.103
Mztsuda index 56+ 34 53230 67 =41 51437 40221 0.066
Glucose tolerance (norme VFGAGTARG and 16T'diabetes)  33/142/1/13  14/04/0/0 1Ve1 60703 UY¥19 <0.001
Systalic blood pressure (meiHg) 1217+ 15 1194 = 132 1175+ 188 18I+ 157 1244%149 0336
Diastolic blood pressure mmbHg) 709298 TiT+ 648 686+ 28 751+ 116 673 «E8 0056
Metabelic ey ndrome (no/jpes) BHE 7R 815 &12 810 0.734

Data are presented as rean = S0 HOMA IR Homeostesis Model Assessment of Inslin Besistance; IFG: impaired fasting glucose; [GT: impaired
glucose tolerance; OGTT: oral glucos: wisrncetest; O quartle Metabolic syndrome was defined according tothe 2009 1ntemativral Dabetes

Federation [{DF) criteria.

The pvalue refers o the ANOVA for the groaps of HbA*e quartiles, multiple comparsons after Bonferroni adjustment for ANOVA when this sign
* e present the diffeence of the FbATe quartile i eignificant (p < 005) when corparad to 02, 1p < 0.05 ve 08, tp < 005 ve (4,

Tha pravalence of alyesmiz disorders was increased in our
cohort (moze than 50%), even rcore than previously reported
in our department (26,27 which was probzbly due to a
recruitrnent bias related to the inclusicn of participants with
higher risk of diabetes. The prevalencs of hyperglyeemic
diserders increassd from 31 to 04 witk 8 osut of ths 13
patients with newly diagnosed diabetes detectsd by OGTT
being in Q4 (HbAlc range: 6.3-74%, 45-57 mmol/mmol).
HbAle differences although significant are small and we
cannot exclude the presence of nonglycemic factors of HbAlc
modulation that are genetically [28] or otherwise detzrmined
[29] and might 2xplain these results. 1t has slso been shown
that the vardability in blood glucess ameng individuak with
lower HaAlr levels of 5.7-6.4% was significant |30

The role of postprandial glycerric excursions has alrsady
been studied in type 2 diasbetic patimts for whom the
censsutiar of postprandial period decreased from the lowest
o the kighest level of EbAIC [6. Our resuls suggested the
sarme theromenor in obesity. Total AUC, reflecting the
absolute glycemic exposure, incraased for both fasting/post-
absorptive and postprandial periods of time, resulting in an
increase especially in the highest HbAle quartile where fasting
AUC was greater than the 3 pestprandial AUC. Animportant
finding was that in patients without known glucose metabo-
lisrr disorders, the pestprandial contribution te the “relative’
hyperglvesmia was always greater than fasting/ post-absorptive
centasution in the same quartile of Hallc: the contribution of
the postprandial period to 1 ‘relative byperglycemia® started
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from 81 2%in the first quartile of HbAle and dacreased ta57% in
the kighest quartile while fasting glucose increased. This result
suggests as previously published that evan before the onset of
diabetes, faihuwe to keep a normal postprandial glycemia will
result in fasting hyperglycemia [31], Similarly, a loss of
postprandial glyceric control was showmn o preceds the
deterioration of fasting glycemia in patients with poorly
controlled type 2 diabstes [14] FPG remained the main
contributor of “relative hyperglycemia” in all quartiles, the
wide range of HbALcin 04 and the presence of a small sample
dic rot allow us toestablish a cutoff value.

The potential consequences of a “reltive” postprandial
glyceria escess are supported by many epidemiological
studies that have shown that 2-hour post-challenge glicose
level: can predict cardiovasculsr disease [8,32-35] and by a
pharmacological imtesvention pased on acatbese in IGT
subjects whith prevented the progression to disheres and wag
asodated with a significant reduction of cardiovascular
outcornes [36). Akogether these data suggest that interventions
dealing with postprandial glycemia control should be imple-
mented earlier in order to prevart diabetes and improve
cardiovascular prognosis.

One of our main ﬂrﬂmgs was that ina rangec:t EbAlc 51~
7.4% (32-57 mmel/mmoll higher HoAle was asseciated witha
greater GV, However GV indices remained lower thar n
patients with type 2 diabetes [11). Monnisret al heve reported
that MACE wasassacated wath free radic sl produstion whereas
PPG area under the curve was not [11). A recent studv n rype 1
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Fig. 1 - Results of the 24-hour continuous glucose monitoring.

FASTING FP FASTING PP FASTING PP FASTING PF

(A) Mean 24-hour glucose exposure: the 24-hour ghicose area

under the curve (24 h AUC) increased significantly from first to fourth quartiles of HbA1: (Q1 to Q4) [p < 0.001). (B) 24-hour
continuous glucose monitoring (CGM) recording s by HbA 1¢c quartiles. Glucose values greater than 5.5 mmol/L were considered
to calculate hyperglycemic AUCs. (C) Sum of the 24 hour AUC superior to a glucose concentration of 5.5 mmol/L denoting tke
absolute hyperglycamic exposure during festing/post abserptive (FASTING) and during the 3 hour postprandial peniod (FF) by
FbAlc quartiles (p < 0.001). [D) Relative cor tribution of fasting/post-absorptive [FASTING) and post-prandial PP periods to
by perglycemic exposure according to HbAlc quartiles (p < 0.05).

diabetic patients has added proof to the rale of 3V by showing
that hyperglycemia following a 2-hour induced hypoglycemia
worsened endothelial furcton and inceased cadative stress
[12]. There are fow data for patients with normoglycemia. A
recent study that compared sbdominally and non-abdominally
cbese men found a significant GV increase in the first group
[37]. In early type 2 diabetes the useintensve insuln treatment
reduced GV and improved ji-cell function [38), The role of GVin
prcell function in the case of normoglycemia or slight

hyperglycemis in obese patdents 18 not anown but in our stucdy
HbAle guartiles presentzd no differences m p-cell Homeostasis
Mode! Assessment (HOMA) confirming the data published by
Ebenibo et al. |29] Every index presents GV in a different way.
MAGE has the advantage to describe major fluctuations and i
highly correlated with SD, 5D and %CV are simple, more
mtuitive statisical variables that can be easiy caloulated and
mterpreted, HBCI estimates better severe hyperglycemic
values, ) Index combines mean end S0 and i correlated with

Table 2 - Glycemi: varishility indices in the totsl cohort and by HbAic quartiles.

Total Quartiles of HbAle 04 o
n=70 (n = 1)
Qp=16 Q2n=2) Qh=18

Mean blood glucose (mmol/L) 62:09  E6=046 60 = 093¢ £.2 £ 063 69=:08 =001
Mean amplitede of glycemic excursions MAGE) (mumelL) 29218  18:=10% 23=14 19+13 41z 186 D002
Standzrd deviation glucose (mmolL) 12068 08:=04H 1f =04 t3:04 1608 <0001
Coefficient of variatisa JCV%) 1B6+87 14-644 14263 2:7:87 26+111 0007
Continuous over apping net glycemic action (CCNGA) 5708 51=:05% 55 = 085 57 +0.6% G407 <0001
) Index Blz68 133:364 16,7 = 36§ 18951 #43z7T8 <0001
High Heod glieose index (HBGI) L7+17 07 =07% 14 = 143 22415 IR=22 0001
Lability index (LI} 08 =07 04 =043 0.6 = 05§ 0.8 +0.6 1L3+09 o1
Low blood glucose index (LBGH 15+ 11 i6=10 14210 19+16 LO=07 0174
M-Value 22+18 iD=13 20=13 25 +25 28221 D758
Mean absolute glucese MAG) 059 =04 0.7 =03 0.9+03 0.9 04 10204 0.267

Data are mean = 3D The p valae refiers 1o the ANOVA for the groaps of HbAlc quartiles,
Multiple comparisors after Bon ferroni sdjustment for ANOVA: p< 0.05vs G2, tp < 0.06 veQ3, §p = 0.05 vs Q4

1
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Fig. 2 - Correlation between MAGE and HbAl¢, and glycemic
status. (A) Correlation between HbAlc and mean amplitude
of glucose excursions (MAGE) in the inset correlation of the
mean 24 hour glycemia and HbAlc (p < 0.001). (B) MAGE
according to glycemic status (p < 0.001).

the percentage of time in target range [23] In our population
these indicss increased significintly with increasing levels of
HbAle Cxidative strass and endothelid dysfunction related to
GV might contribute to impaired cardiovascular progrosis in
prediabetic patien's as suggested by their erhancement during
OGTT in healthy individuals [39] Our patients with higher
HbAlc alsc had & higher daly mean glicose level on CCM
which indicated a greater ghicose exposure |4C).

Little it known about the clinical relsvance for the
presence of comorbidities related to the GV indices in
prediazetic states. In a reeent study, no correlation was
fourd betwesn carotid intima-media thickness and MAGE
|37]. These findings may be partly attrbuted o the young age
of the participants and to the relatively small amplinude of
MAGE in comparison to patients with newly diagnosed type 1
or type 2 digbetes. There is accurnulating evidence for the
relationship between peripheral neurcpathy and impaired
ghicos= tolerance. The main pathogenetic mechanisms are
likely to result from postprandial hyperglyesmiathat provides
a repetiive low amplitude stress able to predispose to
precodous complications [41. Increased postprandial glyce-
mia ir individuals with impaired glucese wlerance is also
independently associated with the traditional mirrovascular
complications like retinopathy [42]. However, the raspective
vascular consequences of greater GV and glucose sxposure in
obese patients need tobe studied in large scale studies, Other
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studies using 7-point self measured blood glucese profiles
failled to identify similar associations between GV and
vasoular events in diabetic patients (4% 44] Howeves, such
data did rot allow safe condusiens since the estimatad
minimum interval between glucose measursments Tom
which GV can be consistendy asszssed was ore howur for
MACE and longer intervals were assoclated with a greater
systernatic change in MAGE [45).

In the cument study CGM was used to evaluate fasting/
post-absorptive and PPG contripution to "relative” hypergly-
cemia and glucoze flurhiations, @ method that provides
adequate information for both states. A limitation of our
study was the small sample size, the on treatment analysis,
the fact that we cannot exclude a selection bias and that we
could analyze the mean glucose exposure and GV only on a
24-hour CCM and therefore the rep=atability of our findings
could not be tested. Additionally there was no adjesmment for
caloric irtake according to the individual daily needs during
the CCM recordings and our results came from overweight/
obese populations and should bz validatad in the general
population with lower BMis. A strong point of this study was
that we used standardized conditions forphysical actvity and
caloric irtake, two factors that can greatly influence glucase
levels. Hypoglycemic everts did not occur as opposed to
treated diabetic patients with strict treatment objectives, and
MAGE calculativrs were not affected by the presence of
hypoglycemic downstiokes [23]

In conclusion, using for the first dme CGM recordings ir a
population of overwelght/cbese subjects not known t have
glycernic disordars, we confirm that FFG is the main contrib-
utor to “relative” hyperglycamia, We show that this phenom-
eron is true in a range of HbAlc from 5.1% tc 74%. (32—
57 mirelmmol]. The HbAle quarties were associated with: a
stepwise decreage of postprandial contribution to a ‘relative”
hyperglyremia, and to greater GV. The mol= of GV in the
development of cardicvascular complications remaing lo e
established in future studiss in the genaral population. The
presant findings support the importance of poastprandial
period in glycemic exposure even before the sppearance of
diabztes and the rzlevance of postprandial control as primary
target in diabstes prevention.
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3.1.3 Comparaison de la cinétique glycémique entre un petit déjeuner standardisé et
une charge orale en glucose

Poster SFD 2012

3.1.3.1Influence d’un repas mixte versus influence d’une charge orale en glucose

Evaluer les effets de la prise alimentaire globale est plus physiologique qu’évaluer ceux
induits par une charge en glucose isolée. Une étude canadienne a montré qu’il y avait une
bonne corrélation entre la glycémie et I’insulinémie post-prandiales et deux heures apres
charge en glucose [492]. Dans cette étudela consommation de 87 g (345 kcal) de biscuits
comprenant 10,7 g de graisses, 12,1 g de protéines, 8,9 g de sucres simples, 41,1 g d’amidon,
3,8 g de fibres a été comparée a une charge standard de 75 g de glucose. Il y avait une
différence dans les concentrations d’insuline et de glucose entre les deux tests a deux heures
mais les coefficients de corrélation étaient trés bons pour les deux parameétres (r=0,97). En
outre, en pratiquant des dosages glycémiques tres rapprochés, notre équipe a montré
récemment que le pic post-prandial de glucose était un bon prédicteur de la réponse
glycémique globale au repas [493].

Chez des sujets normaux, les concentrations sanguines de glucose, lipides et insuline
augmentent apres chaque repas de facon soutenue. Ces modifications sont trés probablement
d’une importance capitale dans le processus d’initiation de I’athérosclérose et dans son
développement. Par exemple, la charge orale non seulement en glucose mais aussi en graisses
induit une augmentation du stress oxydatif, comme montré par une augmentation des
concentrations sériques de nitrotyrosine, et une diminution de la fonction endothéliale
périphérique chez des sujets sains et des diabétiques de type 2 [494]. Par ailleurs, il a été
montré qu’une charge en glucose augmentait la pression arterielle des diabétiques
hypertendus [495]. Dans un travail précedent, notre équipe a comparé les modifications
hémodynamiques induites par la charge orale en glucose et par un repas mixte incluant 50%
d’hydrates de carbone chez des sujets sains ; L’apport oral de glucose était suivi d’une
augmentation légeére (5 mmHg en moyenne) de la PA systolique et d’une accélération
significative de la fréquence cardique qui étaient associées a une augmentation significative
de la concentration plasmatique de noradrénaline et a une modification de la balance vago-
sympathique en faveur d’une prédominance sympathique. A contrario, un repas mixte n’était

pas associé a des changements hémodynamiques significatifs [496].
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3.1.3.2Etude de la glycémie post prandiale utilisant un holter glycémique. HGPO versus
petit déjeuner standardisé

Parmi les 70 participants de 1'étude de la glycémie post prandiale utilisant un holter
glycémique, 53 ont eu les enregistrements CGM pendant une HGPO et un petit déjeuner
standardisé.

Le petit déjeuner standardisé était constitué de 200 ml de café ou de thé sans sucre ajouté, 60
grammes de pain, 30 grammes de confiture et de 200 ml de jus d'orange. Il apportait 75 g de
glucideset au total 400 kcal.

Notre objectif était de comparer étudier la cinétique du glucose interstitiel pendant la période

post prandiale suivant le petit dejeuner standardisé et suivant la prise de 75 g de glucose.

3.1.3.3Résultats HGPO vs petit déjeuner standardisé.

Les 53 patients se repartissaient en 26 normoglycémiques (NGT), 20 intolerants au glucose
(IGT) et 7 diabetiques (DT2) selon les résultats de ’HGPO.

L’aire sous courbe du glucose au cours des 2 heures suivant le petit déjeuner et 'HGPO
¢taient fortement corelées (R? = 0,504, p < 0,0001, Figure 21), ' AUC sur 120 minutes et le
pic glycémique au cours des deux tests n’étaient pas statistiquement différents (p = 0,075 et p
= 0,371, Figure 21: C et D). Le temps nécessaire pour atteindre le pic glycémique était plus
longue pour I'HGPO (70,1 + 30,8 vs 59 + 22 minutes, p = 0,020). Cette différence était due a
un temp plus long chez les IGT et les DT2 (NGT : 56,3 £+ 27,5 minutes vs 85,2 £ 25,5
minutes, p <0,001 pour les IGT vs 92,5 + 24,6 minutes pour DT2, p <0,01). Le delai du pic
suivant le petit déjeuner glycémique ne differait pas significativement entre les 3 groupes
(NGT /IGT /DT2, p = 0,207). Les taux de glucose a 120 minutes étaient significativement
plus élevés lors de I'HGPO par rapport le petit dejeuner stndardisé (p < 0,0001), pour tous les
groupes NGT (6,5 + 0,9 vs 5,98 £ 0,9, p <0,025), IGT (8,9+ 1,7 vs 7,2 £ 1,9, p < 0,0002),
DT2 (12,6 £2,3 vs 10,2+ 1,9, p <0,03).
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Figure 21: Comparaison des enregistrements CGM aprées HGPO (OgTT) et petit-déjeuner

A : moyennes glycemiques pour tous les patients, B : corrélation de I'AUC aprese le petit
déjeuner et HGPO (p = 0701, p < 0,0001), C comparaisons des AUC (p = 0,075), D :
comparaison de pic glycemique (p = 0,371), E : delai du pic glyccémiaue (p = 0,020), F : le
delai du pic glycéemique pour NGT / IGT / DT2, HGPO différe de maniere significative entre
les 3 groupes (p = 0,0001) ; 1l ne différe pas apres le petit déjeuner entre les 3 groupes.
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3.1.3.4 Discussion

Un certain nombre de facteurs peuvent avoir un impact sur les glycémies post charge en
glucose. Malgré cela dans le cadre de depistage précoce de troubles du metabolisme
glucidique, les mesures glycémiques 2 heures apres prise orale du glucose sont utilisées
comme un marqueur de substitution de 1'hyperglycémie post-prandiale.

La vidange gastrique de repas liquides, tels que la solution de 300 ml lors de ’HGPO, est
beaucoup plus rapide que celle d'un repas solide, générant de ce fait une entrée rapide non-
physiologique de glucose dans le duodénum et, par la suite, dans la circulation portale [497].
Le contenu des repas en protéines et en graisses retarde 'absorption intestinale de glucose, et
génere ainsi des excursions glycémiques postprandiales moins marquées [498]. La sécrétion
d'incrétines, tels que le GIP et le GLP-1, est plus rapide et plus prononcée apres une HGPO
qu’apres l'ingestion d'un repas mixte [499].

Les glycémies capillaires au cours d'une HGPO et suite a un repas mixte dans des conditions
de la “vraie vie’sont corrélés méme si les glycémies apres I’HGPO sont nettement plus
¢levées [500].

Nos résultats montrent que la cinétique du glucose apres une HGPO et le petit déjeuner
standardis¢ ne présente aucune différence pour le AUC sur 120 minutes ni pour le pic
glycémique, mais qu’il existe des différences pour le temps nécessaire pour atteindre le pic
glycémique chez les patients IGT et DT2 pour les quels le delai du pic est plus long lors de
I'HGPO.

L'HGPO avec 75 g de glucose est utilisée comme outil diagnostique de 1'intolérance au
glucose (glycémie 2 heures >7.8 mmol/L) ou la présence du diabete (glycémie >11,1
mmol/L). Ce test est plus sensible que la glycémie a jeun [501] pour détecter le diabete
asymptomatique. Toutefois, la valeur de la HGPO est discutable, car ce test est per¢gu comme
difficile, coliteux, complexe et prenant du temps. D'autre part le test est désagréable et il a une
mauvaise reproductibilité [502].Une étude pilote sur 10 sujets non diabétiques a montré qu’un
repas standardisé induisait une réponse mesurée par les glycémies capillaires moins variable
que I'HGPO [503]. Une autre étude a comparé la variabilité intra-sujet des concentrations
plasmatiques de glucose mesurée 2 h aprés 'HGPO vs un repas standardisé solide. Les
concentrations plasmatiques de glucose mesurées 2 heures apres le repas standardisé étaient
corrélées a celles mesurées 2 h apres 'HGPO, mais étaient plus reproductibles que les
glycémies 2 h post-charge seulement dans la population IGT [492].

La reproductibilité et la tolérance aprés une HGPO a été comparée avec des volumes de
dilution de 300, 600 et 900 ml (75 g de glucose). Les auteurs avaient conclu que la dilution de

75 g de glucose permettait d'améliorer la tolérance globale, mais pas la reproductibilité [504].
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A noter que tous les participants dans 1’étude ont trés bien toleré la prise du petit dejeuner
standardisé qui ressemble a un petit dejeuner frangais.

L'HGPO également provoque une réponse glycémique a 120 minutes plus importante par
rapport a un déjeuner confirmant les résultats des études antérieures [492]. Ce type de réponse
pourrait étre expliqué par le fait qu'une partie des glucides est sous forme liquide dans le petit

déjeuner (200 ml de jus d'orange).

3.1.3.5Conclusion

Nos résultats avec I'utilisation de CGMs confirment des précédentes publications et montrent
que l'utilisation d'un petit déjeuner standardisé¢, qui est mieux toléré, peut étre une bonne

alternative au test de charge orale en glucose.
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3.2 Etude de la réponse hémodynamique physiologique post prandiale
chez des sujets sans facteurs de risque cardiovasculaire. Etude
NUTRIVASC de type exposés / non exposés “nichée dans la cohort”
SU.VL.LMAX2

"The Impact of the French PNNS Guidelines on Vascular Function Following a
Standardised Breakfast'". (NUTRIVASC-NCT01579409)

3.2.1 Description de I'étude. Hypothese de travail. Objectifs

Nous émettons 1’hypothése qu’une alimentation inadéquate au long cours s’associe a des
anomalies de la rigidité artérielle, de la microcirculation et de la fonction endothéliale qui sont

amplifiées apres un petit-déjeuner standardisé

3.2.1.1 Objectif principal

L’objectif principal est d’évaluer certains intégrateurs de risque cardiovasculaire chez des

sujets en considérant leur index de qualité alimentaire.

3.2.1.2 Objectif secondaire

Déterminer le role joué par I’hyperglycémie aigué sur ces intégrateurs de risque
cardiovasculaire en recherchant une hétérogénéité en fonction de I’index de qualité

alimentaire des sujets.

3.2.1.3 Exposé du plan expérimental

Nous avons exploré les parameétres suivants: fonction endothéliale, microcirculation et rigidité
artérielle qui sont des intégrateurs de risque cardiovasculaire. L’étude a porté sur 94 sujets
issus de la cohorte SU.VIL.MAX2 (2 x 47 sujets), dans une étude expos€s/non exposés selon
un index d’adéquation aux recommandations alimentaires du Programme National Nutrition
Santé (PNNS) et sélectionnés selon la qualité de leur alimentation a partir de deux bornes de
score a définir a priori avec la composante alimentaire: une borne supérieure ou seront classés
les sujets qui ont une alimentation adéquate et une borne inférieure pour ceux qui ont une

alimentation non adéquate conformément aux recommandations du PNNS.
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Nous avons mesuré¢ des marqueurs biologiques métaboliques, de stress oxydant,
d’inflammation et de fonction endothéliale.

Sur une demi-journée, la vasomotricité endothélium-dépendante a été évaluée par laser-
doppler au niveau de la microcirculation apreés administration d’acétylcholine par
iontophorése et I’amplitude de 1’onde de pression avant/aprés hyperhémie post-occlusive
(EndoPAT2000®) au niveau du membre supérieur. Nous avons mesuré ¢galement I’index
d’augmentation (EndoPAT2000®) et la vélocité de 1’onde de pouls (SphygmoCor®) des
sujets.

Par ailleurs, nous avons évalué I’effet immédiat d’un petit-déjeuner standardisé sur ces
parametres, notamment la microcirculation pour laquelle il n’existe pas de données, et en
prenant en compte I’index de qualité alimentaire des sujets. L’intérét principal de cette étude
¢tait de montrer le bénéfice de 1’alimentation recommandée par le PNNS sur la rigidité
artérielle, la fonction endothéliale et la microcirculation en tant que marquers intermediaires
du risque cardiovasculaire. Une des originalités de ce travail est ’exploration du rdle de la
qualité de la consommation alimentaire au long cours sur les effets aigus d’un petit-déjeuner

standardisé sur les parameétres vasculaires explorés.

3.2.1.4 Populations étudiées

Nous avons proposé cette étude aux sujets ayant participé a 1’étude de cohorte SU.VI.MAX2
[505]. L’étude longitudinale randomisée en double aveugle contre placebo SU.VLMAX a
testé ’effet préventif d’une supplémentation en vitamines et minéraux antioxydants sur
I’incidence et la mortalité des pathologies cardio-vasculaires et des cancers. Cette étude
réalisée de 1994 a 2003 a inclus 13017 sujets. Un total de 7200 sujets ont accepté de
participer a 1’étude prospective de cohorte appelée SU.VIL.MAX2. Ces sujets, agés de 45 a 70
ans, ont été¢ évalués au cours de I’année 2007 pour leurs critéres anthropométriques et
métaboliques, avec une étude nutritionnelle permettant d’établir un score d’adéquation aux
recommandations du PNNS, divisé en quartiles pour 1’étude. Pour des raisons logistiques, de
vue logistique, nous avons sélectionné les sujets habitant en Ile-de-France, qui n’ont aucune
donnée manquante sur les principales variables biologiques, cliniques et alimentaires, avec

une glycémie a jeun normale et en prévention primaire.
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Populations Exposés a une Non exposés a une
alimentation inadéquate alimentation inadéquate

Nombre 47 47

Description Volontaires se situant dans | Volontaires se situant dans
le quartile inférieur du score | le quartile supérieur du
d’adéquation au PNNS. score d’adéquation au

PNNS.
Durée de la Une demi-journée Une demi-journée
participation

3.2.1.5 Type d’essai

Etude exposés / non exposés “nichée dans la cohorte” SU.VL.MAX2.

3.2.1.6 Retombées attendues

Nous nous attendions a ce que les sujets ayant une moins bonne adéquation aux
recommandations du PNNS aient des anomalies de la rigidité artérielle, de la fonction
endothéliale et de la microcirculation plus importantes comparativement a ceux ayant une
meilleure adéquation. Les résultats devraient renforcer I’intérét cardiovasculaire des mesures

préconisé€es dans le PNNS. Parallelement le but de 1’étude était de permettre d’évaluer ces

intégrateurs de risque cardiovasculaire apres un petit-déjeuner standardisé.

3.2.1.7 Sélection des personnes

3.2.1.7.1 Criteres d’inclusion

- Affiliation a la sécurité sociale.

- Ayant déja participé a SU.VL.MAX 2. avec un score alimentaire connu en 2007.

- Score d’adéquation PNNS en 2011 dans le quartile inférieur ou supérieur déterminés

par rapport a la distribution des scores PNNS en 2007.

- Age entre 50 et 75 ans.

- Habitant en Ile-de-France.
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3.2.1.7.2 Criteres de non-inclusion

- Sauvegarde de justice, tutelle ou curatelle.

- Diabete connu avant inclusion (GAJ>1,26 g/l ou traitement antidiabétique).

- Prédiabéte connu avant inclusion (GAJ>1,10 g/1).

- Antécédent d’événement cardiovasculaire (cardiaque, cérébral ou des membres
inférieurs).

- Cancer connu.

- Tabagisme actif ou sevré dans les 3 années précédentes.

- HTA traitée.

- Dyslipidémie traitée.

- Port d’un stimulateur cardiaque.

3.2.1.8 Description du mode de recrutement

L’étude a été proposée par courrier aux sujets répondant en 2007 aux criteres de sélection et
ayant un score d’adéquation au PNNS entre le 1 et le 40°™ percentile et entre le 60°™ et le
100°™ percentile. L’envoi comportait une notice d’information détaillant toutes les
explorations de 1’étude, un questionnaire ayant pour objectif de vérifier I’éligibilité¢ de chaque
sujet et le courrier de demande de participation a I’étude. Une mise a jour des critéres
d’inclusion et de non-inclusion était effectuée a partir du questionnaire envoy¢ aux sujets lors
de la pré-sélection.

Nous avons envoy¢ aux sujets répondant positivement a la proposition et rentrant dans les
critéres d’inclusion et de non-inclusion un nouveau questionnaire alimentaire. Le score PNNS

2011 pénalisé était calculé, permettant d’inclure ou non le sujet.

3.2.1.9 Critéres de jugement

3.2.1.9.1 Critéres primaires

Comparaison des parametres mesurés avant le petit-déjeuner standardisé entre les groupes
exposés / non exposeés.

Les parametres suivants étaient considérés :

Rigidité artérielle
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e Vitesse de I’onde de pouls carotidofemorale (VOP) mesurée par SphygmoCor®,
fréquence cardiaque, durée du cycle cardiaque, durée de la diastole, Subendocardial
viability ratio (SEVR)

e Index d’augmentation artérielle périphérique Aix mesuré par Endo-PAT2000® et
SphygmoCor®

e Le débit cardiaque, le volume d’ejection, les résistances vasculaires systémiques
mesuré par impéndancemetrie cardiaque (Task Force monitor®)

o Activité vagosympathique mesurée par Task Force monitor®

e HF-FC et LF-FC en position couchée : pics de haute et de basse fréquences des
variations de FC ; calcul du rapport LF/HF-FC

e LF-PAS en position couchée : pic de basse fréquence des variations de PA systolique

Mesure du flux sanguin cutané par laser-doppler

e Valeur moyenne et variations du flux sanguin cutané au niveau de 1’avant bras pendant
6 minutes

e Valeur moyenne et variatios du flux sanguin pendant 1 minute de respiration ample

contrlée a 6 cycles/ minute

Evaluation de la fonction endothéliale

e Mesure de ’amplitude de 1’onde de pression digitale apres hyperhémie avec 1’Endo-
PAT®,

e Fonction endothéliale microcirculatoire : mesure de la variation du flux sanguin apres
administration iontophorétique d’acétylcholine (laser-doppler)

¢ [|’Endo-PAT® fourni aussi I’ Aix sur I’artére digitale

Mesure des pressions artérielles systolique, diastolique et pulsée

e pression aortique et radiale par le SphygmoCor®)

e ct digitale par le Task Force monitor®)

3.2.1.9.2 Criteres secondaires

Comparaison de I’évolution des mémes parametres mesurés apres le petit-déjeuner

standardisé en fonction du statut nutritionnel des sujets.

3.2.1.10 Durée de I’étude
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La période d’inclusion prévue €tait de 18 mois, la durée de participation pour chaque sujet
¢tait d’une demi-journée avec un rythme d’inclusion de 7 ou 8 sujets par mois. Nous avons
prévu 4 mois supplémentaires pour le traitement des données, avec une durée totale de 1’étude

de 22 mois.

3.2.1.11 Présélection

La présélection a été réalisée sur la base de données 2007 de SU.VL.MAX 2 selon le
plan de recrutement suivant :

- questionnaire PNNS disponible

- habitants de I’Ile de France

- vérification des critéres d’inclusion et de non inclusion ;

Le schéma ci-dessous montre le potentiel de recrutement a partir de ces criteres.
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Figure 22: NUTRIVASC recrutement, potentiel et présélection
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L’objectif était de sélectionner les exposés (mauvaise adéquation aux recommandations
PNNS : quartile inférieur) et les non exposés (bonne adéquation : quartile supérieur) selon la
distribution de la population en 2007. Il a été¢ montré que la plupart des scores de qualité de
I’alimentation sont positivement corrélés a I’apport énergétique [506]. En effet la probabilité
d’atteindre les recommandations augmente avec 1’apport énergétique. Afin de s’affranchir de
ce potentiel biais, un systéme de pénalité a été développé. Les besoins énergétiques sont

calculés a partir des équations de Schofield (en fonction de 1’age, du sexe, de la taille et du



poids du sujet) et d’un coefficient d’activité physique (pour les hommes x 1.78, pour les
femmes x1.64). Si les apports énergétiques estimes sont supérieurs d’au moins 5% aux
besoins le score est pénalisé [507]. Ce score pénalisé est un facteur prédictif important pour le
changement du poids dans la cohorte SUVIMAX [508]. Dans notre sous-échantillon, environ
28% de la population SUVIMAX2 nécessitaient une correction de son score selon les données
2007.

L’étude a été proposée par courrier aux sujets répondant en 2007 aux critéres de sélection et
ayant un score d’adéquation au PNNS entre le ler et le 40éme percentile et entre le 60éme et
le 100eéme percentile. L.’envoi comportait une notice d’information détaillant toutes les
explorations de I’étude, un questionnaire ayant pour objectif de vérifier 1’¢éligibilité de chaque
sujet et le courrier de demande de participation a I’étude. Une mise a jour des critéres a été
effectuée a partir du questionnaire envoy¢ aux sujets. Un nouveau score PNNS pénalisé a été

réalisé, permettant d’inclure ou non le sujet.

Score 2007 Score 2012
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Les participants devraient avoir les mémes habitudes alimentaires entre 2007 et 2012

Figure 23: NUTRIVASC schéma du score de la présélection

3.2.1.12 Inclusion
Les sujets acceptant de participer a I’étude renvoient un accord de participation, et le jour des

explorations signent un consentement apres I’examen médical préalable (poids, taille,

pression artériélle, etc.)
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3.2.1.13 Visite

Les explorations sont toutes réalisées dans le cadre d’une activité scientifique de recherche, et
sont organisées sur une demi-journée.

Le jour de I’exploration, le traitement éventuel par inhibiteurs calciques, alpha- ou béta-
bloquants ne sera pas pris avant les explorations mais juste a la fin des explorations. Cette
éventualité est tres faible étant donné que les sujets ne présentent pas d’HTA traitée et n’ont
pas présenté d’événements cardiovasculaires a I’inclusion. La prescription de béta-bloquants
pourrait étre possible dans le cadre de palpitations. Les explorations, toutes non invasives,
sont les suivantes et elles sont toutes utilisées dans la pratique clinique pour 1’exploration des
patients diabétiques dans le service d’Endocrinologie-Diabétologie-Nutrition de 1’hopital Jean
Verdier, Bondy.

Plusieurs explorations ont été réalisées a plusieurs reprises :

-Mesure des variations de la PA et de la FC. Paramétres hemodynamiques - Task Force
monitor®, CNSystems Medizintechnik,s/n 003040i-2010-411-005-GG-00000.

L’exploration par le Task Force Monitor® permet 1’enregistrement, en position couchée, en
respiration a une fréquence contrdlée et pendant 6 minutes, des variations de la PA et de la
FC.

L’analyse spectrale de ces variations permet de déterminer des index d’activité autonome
cardiaque et d’activité sympathique vasculaire. Deux capteurs de pléthysmographie sont posés
sur les 2 premiers doigts du volontaire et permettent les mesures. C’est un examen totalement
indolore.

Mesure du débit cardiaque avec ['utilisation de I'impédance cardiaque (Task Force
monitor®):

La méthode est basée sur les variations de la résistance électrique au niveau de la poitrine au
cours des battements cardiaques.

- Mesure de la PA -SphygmoCor®, Atcor Medical Pty Ltd, s/n 67-0363-2004 :

Le volontaire est confortablement allongé. Un tonometre d’aplanation permet la mesure
simultanée de sa PA au niveau de la carotide (artere du cou) et de son artere radiale (au
niveau du poignet).

Cet appareil est apposé sur la peau de manicre totalement indolore. Aucun effet secondaire
n’est attendu. L’exploration permet d’évaluer la rigidité des arteres et la PA.

- Mesures des fluctuations spontanées du flux sanguin par laser doppler-Periflux System
5000®, PERIMED, s/n 201052:

Les fluctuations spontanées du flux sanguin au niveau de 1’avant bras sont analysées par laser-

doppler (systeme Périflux®) pendant 6 minutes au repos, puis au cours d’1 minute de
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respiration profonde (6 fois/minute). La baisse attendue du flux sanguin cutanée en inspiration
profonde est li¢ a I’activité sympathique.

Une mesure est également réalisée aprés administration par iontophoreése d’acétylcholine
(Miochole ® 20mg de chlorure d’acétylcholine/flacon, CHAUVIN®, application cutanée de 4
mg). La poudre de miochole qui contient le chlorure d’acétylcholine est dilué avec 1 ml d’eau
stérile et 200 pl de cette solution sont utilisées pour une application cutanée. L’ iontophorése
(ou ionophorese) est une technique qui utilise un trés faible courant électrique pour une
diffusion locale de I’acetylcholine a travers la peau. Ainsi, méme.en utilisant une dose 2,5 fois
inferieure a la norme ce produit dilate les vaisseaux de fagon strictement locale et provoque
tout au plus une petite rougeur locale de la peau qui disparait rapidement, sans danger de
réaction générale. Cette exploration est indolore et prend au total environ 15 minutes.

- Mesure de la réactivité endothéliale - Endopat2000®,Itamar Medical ltd,s/n 1352 :

Cet examen permet d’évaluer la réactivité de 1’endothélium (la couche de cellules bordant
I’intérieur des arteres) au niveau d’une des arteres digitales. Pour cela, un petit manchon est
placé au niveau de ’extrémité de ses index ou de ses majeurs et est gonflé de fagon totalement
indolore. Ensuite, nous plagons un brassard au niveau de 1’avant-bras dominant et nous le
gonflons 5 cm de mercure au dessus de sa PA systolique pendant 5 minutes. Le patient peut
ressentir un léger inconfort pendant que le brassard est gonflé. Quand nous relachons le
brassard, nous poursuivons les mesures au niveau des manchons placés aux extrémités des
doigts. La durée totale d’examen n’excéder pas 20 minutes. Les manchons restent en place
pendant le reste de la matinée, nécessitant que le volontaire reste installé tranquillement
pendant la durée des explorations.

- Mesure de la composition corporelle BODYSTAT®QUADSCAN, s/n410151 :

Il s’agit d’une méthode d’impédancemétrie totalement indolore et largement utilisée pour
¢valuer la composition corporelle : notamment la masse maigre et la masse grasse. Les
mesures prennent une quinzaine de minutes. Deux électrodes sont posées sur la main droite et
le pied droit et un courant électrique de tres faible intensité et indolore est délivré pendant

quelques secondes.

Ces explorations ont été réalisées a jeun en une heure environ.
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Figure 24: NUTRIVASC Série d'explorations sur une heure

Nous avons fait le méme cycle des mesures 1h, 2h et 3h apres petit dejeuner (Figure 25).

3.2.1.14 Prise d’un petit déjeuner standardisé

Un petit-déjeuner standardisé comprenant un café ou un thé non sucré (<200 ml), 200 ml de
jus d’orange et 60g de pain avec 30g de confiture a été offert au patient qui devait le
consommer en 15 minutes a la fin du premier cycle. Ce repas apportait environ 75 g de

glucides
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Figure 25: NUTRIVASC protocole d'explorations sur une demi-journée.

3.2.1.15 Explorations biologiques

Les explorations biologiques décrites dans le tableau ci-dessous ¢taient réalisées a jeun et

apres le petit-déjeuner standardisé.
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A jeun 60 120 180
minutes aprés un petit-
déjeuner standardisé
Meétabolisme
HbAlc, fructosamine X
Glycémie, C peptide X X X X
Lipides dont les acides gras libres X X X X
Adipocytokines (leptine, adiponectine) X
Stress oxydatif
Nitrotyrosine, X X
LDL oxydées, X X
Marqueurs inflammatoires
IL6, CRPus X X
Marqueurs endothéliaux
VCAM, sélectine E X X
Microalbuminurie X

Tableau 14: NUTRIVASC Explorations biologiques.

Une prise de sang (30 ml au total, 25ml sur des tubes BD vacutainer®, référence 369032,
(tubes secs) et pour la plasmathéque 5 ml sur des tubes BD vacutainer®, référence 368856
(tubes EDTA) a été effectuée a chaque cycle d’explorations. Les tubes étaient centrifugés, le
surnageant était récolté et aliquoté, en adéquation avec les procédures de notre plateforme

technique.

3.2.1.16 Analyse statistique des données

3.2.1.16.1  Calcul d’effectif

Le nombre de patients inclus a été fixé a 47 par groupe afin d’avoir une puissance de 80%
pour détecter par le test t de Student au risque de premiere espece bilatéral fixé a 5% une
différence de VOP de 1 m/sec, en prenant en compte un écart-type de VOP de I’ordre de 1,7
m/sec. Pour les autres variables étudiées, cette taille d’échantillon devait permettre d’obtenir
une puissance de 80% pour détecter une différence entre groupes correspondant a une taille
d’effet (A/o) de I’ordre de 0,6.

En ce qui concerne 1’écart de la VOP, nous nous sommes basés sur les résultats d’une étude

finlandaise concernant la consommation de fruits et légumes pendant [’enfance et
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I’adolescence chez des sujets sains jeunes (tranche d’age 40-45 ans). La VOP ¢était moindre de
0.47 m/sec chez les consommateurs de fruits et de 1égumes [509]. Etant donné I’age plus
élevé de nos sujets (60-65 ans) et que nous considérons I’exposition a 1’alimentation
globalement, nous avons estimé dans notre étude que la différence de VOP dans les groupes
exposés/non expos¢s serait de 1 m/sec.

La pertinence clinique de cet écart de VOP a été démontrée par Blacher et al.[510]: il existe
une augmentation de 14% de la mortalité cardiovasculaire et totale pour une augmentation de

1m/sec.

3.2.1.16.2  Description du plan d’analyses statistiques

Tous les patients de la cohorte ont été analysés. Les modeles mixtes d’ANCOVA utilisés sont
peu sensibles aux données manquantes.

Tous les parameétres quantitatifs ont été¢ résumés de maniere descriptive dans chaque groupe et
pour chaque temps auquel ils sont recueillis. L’analyse statistique descriptive comprend pour
chaque parameétre quantitatif a chaque temps: moyenne, déviation standard, minimum,
maximum, médiane et quartiles, nombre de valeurs manquantes. Les parametres qualitatifs
ont été exprimés par la fréquence de distribution et les intervalles de confiance bilatérale a
95% associés.

Un seuil bilatéral a 5% pour les analyses globales des 2 groupes a été utilisé.

Aucun critere statistique d’arrét n’est nécessaire.

3.2.1.16.3  Analyse des critéres principaux

Relation entre les parameétres mesurés a jeun, avant le petit-déjeuner standardisé, des patients
et leur statut nutritionnel.

La comparaison des données de base chez les sujets en fonction de leur statut a été effectuée
par analyse de covariance (ANCOVA) a 1 facteur (i.e. statut alimentaire). L’age sera
considéré en covariable. En cas de non vérification des critéres de validité des ANCOVA, une
transformation normalisante a été effectuée ou en cas d’échec de cette derniere une ANCOVA

non paramétrique a été effectuée.
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3.2.1.16.4  Analyse des critéres secondaires

Elle consiste a comparer 1’évolution des parametres mesurés avant et apres le petit-déjeuner
standardisé en fonction du statut nutritionnel des sujets.

La comparaison de I’évolution des parameétres en pré- et post- petit-déjeuner standardisé a été
effectuée selon un modele mixte d’analyse de covariance (ANCOVA) a 2 facteurs (i.e. statut

nutritionnel et temps), I’age étant considéré comme covariable.
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3.2.2 Résultats

3.2.2.1Caractéristiques de la population NUTRIVASC

Le groupe du Q4 (quatrieme quartile) du score PNNS c'est a dire le groupe avec les bonnes
habitudes alimentaires était plus agé, avait un BMI, tour de taille, tour de hanches et masse

grasse supérieur par rapport au groupe Q1.

3.2.2.2 Résultats a jeun (HO)

3.2.2.2.1 Biologie.

Il n’y avait pas de différence significative pour sur les parameétres d’activité physique et

métaboliques a jeun entre les 2 groupes.

3.2.2.2.2 Pression et rigidité artérielles. Cycles cardiaque. Donées fournis par le
Sphygmocor®

Dans le groupe avec les bonnes habitudes alimentaires la diastole représente 66,7% du cycle
cardiaque vs 64,6% chez le groupe qui ne suit pas les recommandations alimentaires. La FC

est significativement plus basse dans le Q4 que Q1.

3.2.2.23 Activité autonome cardiovasculaire. Paramétres hémodynamiques. Données
Journis par le Task Force Monitor®

3.2.2.24 Activité autonome cardiovasculaire et parameétres hémodynamiques

L'activité autonome cardiovasculaire et les modifications hémodynamiques a jeun chez les
sujets 4gés en bonne santé ne présentaient pas de différence statistiquement significative

quand on compare les deux groupes.

3.2.2.2.5 Fonction endothéliale. Données fournis par ENDOPAT® et PERIMED®

La fonction endothéliale, le flux sanguin cutané au repos ou suite a I’administration par
iontophorese d’acetylcholine a jeun chez les sujets 4gés en bonne santé ne présentait pas de
différence statistiquement significative quand on compare les deux groupes.

De méme le vasoconstriction induite par I’inspiration profonde ne différe pas entre les 2

groupes.
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Abstract

Inmoduction

The French National Numticn and Health Program (PNNS). has bzen introduced for -he
prevention of cardiovascular diseases. but aiso cancer. osieoporcsis and obesity. The objectve
of the NUTRIVASC study was to investigate the assocmtion of cardiovascular nsk markers
like endothelial funchoa. artenal ngidity and cardiac autcnomue activity with the adherence to

PHNNS suidelines

Methods

We condveted an exposed unexposed smudy nested m the SUVIMATY 2 colort Parhicipants
had no cardiovascular nsk facors. A validated RIS score reflecting e adberence to TTNS
pusdelines was caleulated from repeated 24-hour food records in 2007 and 2012, We screenad
6830 partcipants, 900 fulfilled the mclusion criteria. 200 resided in the Paris area and 49
subjects accepted to pamicipate i the study. Two groups were created: the exposed group taat
included participants who did not adlere to PNNS mudelnes (Q1. 2=23. group with the lower
PNNS score quartile) and ¢ second group of umexposed participants who adhered to
rulelmes (4] Physieal actiary wis also assessed m 10U with a vahdated guestonnare.
We meamred ¢t fasting mom-invasively peripheral and central blood pressurcs, arterial
stiffness, cardiac cvele duration, myocardis]l perfision mwdices. stroke volum: and peripheral
resistance using applanation tenemety and mpedance cardiogrzphy. We also mvestigated the
cutneons bloed flow, cardia: awtonomic mervous system actvify, endothebial fincton by
measunng reactve hyperhemaa after brachual artery 1chemia. and body compesition by

bioelectrical impedance analysis.

Remulis
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We included 37 women The Q4 group was older (p=0.04). had higher body mass index
{p=0.04 and fat mass (p=004) than Q1 group There were no differences between Q4 and Q1
for metabolic parameters and physical sctivity mdexes. Blood pressure. endothelial function
and cardiac autenomic fimction were similar m both groups. Pulse wave velocity was lower
than predicted for the same age category (p=0.001) but did not differ between Q1 and Q4.
A frer adjustment for sex, age amd BMI Q4 compared to Q1 group had a lower heart rate
(p=0042). ‘a longer diastole duration (p=0.049), 2 wrend for higher SEVR (p=0067).and
lower heart rate-pressure product (p=0.002),

Conclusion

Long term adherence to PNN$ guidelines had a favorable impact on lowsr heart rate, longer

diastole duration and lewer myocardial oxygen consumption

Clinical Trial Registration: https:/clinicaltrials. govict2/ show/NCTO1 579409
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Introduction

Endothelial fumction, arterial stiffiess and vago-sympathetic activity are considered as
integrators of cardiovascular risk factors; since they reflect the duration and intensity of
exposure to these factors. Endothelum plays a majer role i the rezulanion of vascular tone
and the development of atherosclerosis . In addition to gender and age °, the components of
the metabolic syndrome. such as diabetes °, hypertension dyslipidemua and obeuty, are
associated with endothelial dysfunction ¥ and represent current therapeutic targets. Arterial
stiffniess shares with endothelial function similar modifiable determunants: obesity *. glucose
intolerance ', metabalic syndrome °. type 1 and 2 diabetes ¥, smoking " and lugh cholesterol
! Nutritional factors cam acutely activate the autonomons nervous system during food intake
with the afferent pathway of vagal nerve fibers via the release of newo-endocrine honmones
8 In returm the actiaty of the sympathetic or parasvmpathetic nervous system i the
penphery regulates the finctien of organs such as lver. white and brown fat. mmscle. and
pancreanc islets alpha and beta cells conmolling metsbolism and energy storage . and may
mduce changes i cardiovascular parameters

The beneficial effect of nutrition and physical activity can be observed in childhood and can
decrease artenal stiffness very early by the age of 10 vears ', while the introduction of
healthy food habits early in life reduce arterial nigidiry later during achlt life ** Endothelial
fumction is also mfluenced by diet 17 A beneficial effect of a Mediterranean diet has been
shown with a reduction of majer cardiovascular events m prmary prevention with olive oil or
muts **, or in secondary prevention '*. Coffee drmking 15 a good example of the interaction of
nutrifion and cardiac autonomic modulation since caffeine 1s known to increase vagal
autonomic nerve activity™, whereas luzh energy drink s with aleohol can provoke reduced

parasympathetic tone =
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The protec tive effect of antioxidant vitamins on endothelal dysfimetion ™ has suggested a
role for oxidative stress. Currently there iz 3 discrepanc v between the positive results of short-
term intervention shadies with antoxidant treatment m artenal stiffness and coudative stress
markers = compared to longer term diet nterventions. A stady conducted on a sample of over
1000 subjects of SU_VIMAX cohort did not show any beneficial effects on carotid
atherosclerosis and arterial stiffness after a long-term supplementation with antioxidant
vitamins and manerals * However few studies compared cardiovascular parameters according
to the diet pattern.

In this context. the French Natzonal Health and Numtion Program (Programme National
Nufrition Santé or PINNS) was lamched in 2001 to decrease cardiovascular diseases, but also
canceT, osteoporosis, obesity, through diet and hifestyle counsellmg.

The main objective of the NUTRLVASC study was to investizate the protective mec hanisms
of long term adherence to the PNNS suidelines on cardiovascular nsk markers m a very
selected population without any confounding factors. We hypothesized that subjects that did
not follow the recommendations of the PNNS in the long run would have higher arterial

stiffness, endothelial dysfunction and greater sympathetic activity
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Methods

The NUTRI-VASC study was a registered prospective climeal mal (NCTG1379409) nested
the SUVIMANY (Supplémentation en Vitamines et Minéranx Antioxydants) cobort To
summanze, the longymdingl randomuzed double-blind study SUVIMAX wlich was
conducted between 1994 amd 2003 tested im 13017 subjects the preventive effect of
supplementation with antoxidant vitamms and nunerals versus placebe on cardiovaseular and
cancer mortality. A total of 6830 subjects agreed to participate in a prospective cohort sudy
called SUVIMAN? These subjects. aged 45 to 70 vears. were evaluated m 2007 for thew

anthroponetric and metabolic cnteria and fulfilled a nutmitional questionnarre.

Study design

Secreenmg and selecrion

We first screened the subjects who had a 24-hour food record questicnnaire fulfilled in 2007,
who were 30 to 73 years old and who were living in Panis area. All participants had health
insuraice. Non imclusion critenia were: known cancer. history of cardiovascular disease
(stroke. mryocardial infarction, amputation); hypertension (defined as systelic bleod pressure
= 140 mmHg diastolic blood pressure :» 90 mmHg or antthypertensive therapy); dyslipidemsa
(LDL~ 49 mmolL or lipad lowsnng treaiment); active smoking or smoking stopped durnng
the last 3 years; known diabetes before mclusion (defined as fasting glycemia =126 mg/dl or
anfidiabetic therapy). fasting hyperglveemia (fasting glycemua =110 mg/dl). having a
pacemaker.

Drefinition of exposed and unexposed subjects
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O objective was to compare the subjects who chxonically adhered or did not adhere 1o the
PNNS recommendations with the use of an mdex derved from the PNNS queshonnaire
Rrefly PN racommendanans for the genaral paputlation m arder 1o mest the daily calanc
needs for mutritional adequacy were: at least > thuts and vegetables per dav. starchy toods at
every meal, 3 daury products (milk. vogurt, cheese), 1.2 servings of meat, eggs and fishery
producte per day, linut added fat. cugar and calt. dnnk water sz musch 3z vou like and increaze
physical actrary. A score of mitnent adequacy to PNNS recommendanons was constructed
and validated = Tt has been shown that most of the times quality food scores are positively
comelated with encrey mtake **. Therefore, the probability of achieving the recommendstions
ncreases with lugh-energy mntake and eating large quannties To avoid this potential bias. a
penalty svstem was developed Enersy requrements were calculated from the Schofield
eouatons fequations mcluded the age, sex, size and body weaight of the subsect) adjusted with
a coefficient of physical activity (x1.78 for men_ for women x1.64). If the estimated epergy
untake reported from the questionnawre was at least 5 % hugher compared to the theoretical one
calculared by the Schofield equation. then the score was penalized as previously published
The penalized score was an miportant predictor for weaght change m the SUVIMAX cohort
1)

Screening was performed in the 2007 .«database among subjects who participated in the
SUVIMAXY cohort sudy. In our sub-sample, sbout 28% of the populanon STUVIMAX2
hadd a penatized senre

First. we selected the subjects who had a penalized PNNS 2007 score between the | and the
40™ percentile (lower adherence to PNNS recommendations) and between the 60% and 100®
percentile (highect adheremce to PNNS recommendstions) In 1012 we screemed fhece
sibjects by mail Subjects recerved an mformanon leaflet detmling the protocol, a
questonnaire amed to venfy their elimbility and the participation request mail for the study.
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A new penalized PWNS score was calculated and participants fulfilled the melusion and non
inclusion criteria. Selected subjects had the PNNS score i 2007 amd 2012 the either m the
ﬁ:stqamﬂel[Ql:h:waﬁtmcemﬂﬁﬁﬂrmudaﬁm}mmﬂufmuﬂiqurﬂeufm

PWNS score distnbution {Q4: high adherence to the recommendations).

Physical mcriviey quesdonnaire

Physical actvity was also assessed with a vahdated questionnaire in 2007, The guestionnaire
included questions about physical actrvity durmg lewsure, worlung bours or at home and their
duration according to their infensity as weak, medium or high as well as a sedentanty score

and duration .

Study protoco]

The tests were performed in the department of Endocrinclogy - Diabetology - Nutmtion at
Jean Verdier Hospital. Bondy for research purposes between Septensber 2012 and December
2013. Participants arrived at 07:30 m the moming after an overmught fact and were instucted
to abstain from drinking alechol-contaiming drinks, coffee or tea during the mommng prior to
the study and to voud ther biadder. Measurements were conducted at an ambient temperature
of 22 to 24°C, 20 min after the insertion of a catheter for drawing blood in the right arm. in a
room where noise and hight were kept to a minimmm. Participants remained st rest in the
supine position throughout the tests. All cardiovascular tests were non-invasive and lasted

approxumately 2 hours i the order shown in Figure 1.

- Arterial rigiditv and central blood pressure
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Measurements were performed by applanation tonometry on the radial artery (Sphvgmocor®,
Atcor Medical, Anstralia) We measured /i) radial and central systolic (5BF) and diastolic
(DBP). blood pressures pulse presswres (PP = SBP - DBP). PP augmentation ratio. /if) two
arterzal stiffiess indices: carotid-to-femoral pulse wave velocity (PWV) and nom adjusted
aortic Angmentazon Index (Alx) or admsted for a HR of 75 beats | mimue (Al 75), and
fifi} cardiac cycle duration. systele and diastole durabion based on the blood pressure curve.
We assessed myocardial oxygen consumption by caleulating the double product (HR. x central
5BF). and subendocardial viability rabo (SEVE. = diastolic ime mdex / tension-time index).

- Cardiovascular autonomic nervous system actviry

Finger artery BP and heart rate (HF) were recorded continueusly in a supine position for &
mimates at a paced breathing tate of 12 breaths / minute using photoplethysmo graphic sensors
and synchronous 6-lead ECG recordings (Task force monitor®. CN Systems Medizintechnik
Austria), Cardiac sufonomic nervous system activity was explored byspectral analysing HE
and SBP vanations . The opposite brachial amtery was used to calibrate the BP
measurements in the digital artery. Cardisc automomic activity was expressed as (i)
nomaalized spectral HRE. vanability (HRV); (i) normalized spectral index (ie the percentage
of the high frequency band (HF: 0.15-040 Hz) / total spectum) of HE. variations (HF-HE.
vagal finction): (il the ratio of low frequency (LF: 0.03-0.15 Hz) to the HF bands of HR.
varations {LF/HF-HF.: sympathetic-parasymopathetic balamce) and 4fv) LF band of the SBP
spectrum (LE-SBP: 0.075-0.15 Hz. vascular sympathetic activity).

- Hemodvnamic parameters
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Impedance cardiography (Task force momitor®. CNSystems Medizmtechnik, Austna) was
usad for the measurement of hemodynamic parameters: stroke volume. cardiac oufput. fotal
penpheral resistance, ventricular ejection time. left ventncular work mndex and thoracie flud

coutent.

- Arterial endothelial fumetion

Arterial endothelial fimction was assessed at the level of ome of the digital arteries by
recording finger artenal pulsatile volume changes with the Endopat2000®8 system (Ttamar
Medical, Israel) which comprises plethysmographic bio-sensors. Reactive hyperhemia was
measured after cccluding blood flow on the braclual artery for 5 minntes on ome amm.
Feactive hyperhemia index is the post-to-pre occlusion sigmal ratio in the occluded side.

normalized to the control side.

- Measurement of curaneous blood flow

Cutaneous bleod flow was measured m the forearm using laser Doppler flowmetry (Periflux
System 5000 PERDIMED, Sweden) for § mmutes at rest and durmg 1 munuie of paced
breathing (6 breaths / mimate) .

CHBF fluctmations durnng 1 mmute of paced breathmg (6 breaths / munute} account for
microvascular autenomic activity Cutaneous blood flow decreases when mhaling due 1o
svmpathetic nervous system activation. The percent of decrease from the zemth to the nadir of
the signal wavelet was calculated. and the mean decrease during the three last breaths was
wsed as an mdex of microvascular sympathetic activity ¥

CBF changes after transcutaneons administrafion of acetvicholine (Ach Miochale® 20mg of
Ach chionde / val CHAUVINE, topacal application of 4 mg) with iontophoresis were alzo

measured to explore endothelial fimetion. Powder muochole comtaming Ach chlenide was
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diluted m 1 ml sterile water and 200 pl of this solution was used for a <kin application A fler
Ack admmsstration we messured: ) maxmal cutanecus blood flow (maxmaal CEF). il
cutaneous blood flow incremental srea under the curve (AUC) during 3 min from the
begimmg of Ach admumstration which is considered am imtegrator of mucrovascular
endothelial function *', (ifi) delay from the beginning of Ach administration to the maximal
cutineous blood flow (peak delay), (v peak tangent from basal to maximal cutanecws blood
flow (fangent increase represents the acceleration in tissue perfision), and (vi vasodilabion
duration, from the begiming of Ach administration to the return to a level 20% higher than

basal cutaneous blood flow.

- Body composition analvsis
Body composifion {lean nnass and fat body mass) was determined by bioelecmical impedance

(Bodystat®{nadscan. Eureldedix, Germany).

Biochemistry

Blood samples were collected at fasting when the subject amived Glucose level was
mezsured m the vemous plasma by colommetry with the glucose cmdase method (Kone
Optima, Thermolab System. France) HbAlc measurement was based on the turbidimetnie
inbibition immunoassay pnnciple (Dimension® technology, Siemens Healthcare Diagnosis
Inc, Newark NI, USA) The HbAle level was stamdardized according to the Dhiabetes
Centrol and Complications Trial (DCCT). Fructosamine was measured by the nitroblue
terazolivm  colonmetsic procedure (COBAS: Roche Dhagoestics GuBH. Penzberg,
Gemany).

Total chalesterol. lugh density lipoprotein (HDL) cholesterol and mglycendes were measiwed
with enzymatic colorimetry (Hitacki 912 Roche Diagnostic. France). Low density lipoprotein

{(LDL) cholesterol was calculated uumg the Fnedwald formmla: no parficipants had
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tnglycende concentrahons greater than 400 mg'dl The unrary albumin excrebon rate was

mezsured with laser immunonephelemaoy in a urine specimen (BN100; Dade-Behning)

Sample size

The muber of participants was set at 47 per group in order to obtain 0% power to detect by
2 Stadent t test with a differemce of PWV of 1 m'sec. for @at 3% and a standard deviation of
1.7 mvsec. For the other vanables smdied. the sample size will yield 2 80% power to detect a
differsnce between groups for an effect size (4 | 5) of about 0.6, Regarding the difference in
PWV, we have used the results of a Finnish study on the consumption of fruts and vegetables
durmg childhood mnd adolescence in young healthy subjects {age range 40- 43 years). PWV
was less than 047 m'sec in the sroup of consumers of fruits and vegetables ¥ Given the
higher age of our subjects (60-65 vears) and the increaze | PWV with age, the fit with a full
quadtatic equation {a~+ b * zge = ¢ * aze’) would provide better values of B than a bnear fit
1 We have considered that the mom compliance to PNNS zuidelines would lead to a
difference i PWV between the two groups of 1 m'sec, The climcal relevance of this
difference m FWV was demonstrated by Blacher et al * and consistent with a 14% incresse in
cardiovascular and total mortality for an ncrease of 1 m/sec.

Stadstical analyses

Al parficzpants m the cobort were analyzed 2ll quantitative parameters were sumwmanzed m
each group and each tme they were collected. The descnptive stanstical amalyses mcluded for
each guantitative parameter a1 each ime mean and standard deviaton. Qualitative parameters
were expressed by the frequency distribution. A bilateral threshold of 3% for the owerail
analyzes of the 2 groups was considered for stansucal ssgmficance.

The relationskip between parameters were measured at fasting was tested according to ther

mutmtional status. The companson of quanfitative parameters m subjects accordmg to thew
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status was dome by analysis of covanance (ANCOWVA) according to their nutritonal status.
alene or by mutmtonal status and gender Age. body miass index (BMI) and waist

circumfsrence were considered as covanates

Resmlts

Flow chart of the study and charactevisties of the patients

Figure } shows the flow chart of the smdy. We finally included 49 subjects. 37 women and 12
men. Their characteristics and the comparison of the subjects who adhered (Q4: n= 26} or did
not adhere (Q1: n= 23} to PINNS recommendations are shown in table 1. Compared to the Q1
group, the Q4 growp was older, had higher BMI, higher waist and hip circumferences. and
wmore {3t mass with sumlar lean body mass. Other charactenistics were sumilar, including
physical activity evaluated im 2007, Parficipants did not gain or lose weight between 207 and
3013 in a statistically significant way (mean weight change 0.08232 kg, p=10.238).

At fasting subjects in Q1 and Q4 groups had sumilar and nermal blood levels of glucose. lipid

parameters and wrinary albumin excretion rate (Table 1)

~Central and peripheral blood pressures, arterial rigidity and cardiac cvele parameters
Table 2 shows the comparisons of parameters obtzined by applanation tonomedry between the
two groups. The comparisons were made before and afier adjustment for the parameters
which differed between gmoups at inclusion, with a first model including age and BMI (model
1). a second ome including aze and waist circumference (model 2) and a third one with
gender. age and BMI (model 3). After adjus tment (model 31, subjects m Q1 group as
compared to subjects in Q4 group had higher ER and double product, similar PWV and Alx
with a higher tenzion time index, 3 lesser percent of diastole duration and 3 trend to higher
SEVRE
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We also analyzed the age-predicted value for PWV i all participants. The predicted values
derived from the age guadratic equation (0.000 x age + 0.83 x 107 x age® = 535 which
fitted the data better than the linear mode! (Figure 3). The measured values were significantly
lower than the predicted values (p - 0.001). the mean predicted values bemg 9 3= 0.6 m'sec
for Q4 and 8.9=0.6 m/sec for Q1 °(Q1 vs Q4. p=0.30%).

After adjustment for HE., the cardiac cycle duration (p =0.352). the diastole duration {p=
(03707 or the percent of diastole m the cardiac cycle (p=0.966). and SEVE. (p = 0.945) were
zimilat i the two groups.

Cardiovascular autonomic nervous svstem activity and hemodvnamic parameters
There was no significant difference for any of the cardiovascular autononuc activity indexes

and the parameters provided by cardiac impedancemetnry in Q1 and Q2 groups (Table 3).

Endothelial function

A ugher HR was confinmed in the 1 group compared to the Q4 group. Endothelial function
in small arteries {reactive hyperhemia index) and n cutaneous microcireulation (CBF after
Ach adminastration) were simillarin both groups. Cutaneous blood flow at rest was also
similar in hoth sroups (Table 4).

The CBF vanstions duning paced breathing (6/manute) which account for sympathetic

‘mucrovascular activity were also sinilar m the 2 groups.
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Diiscussion

The NUTEIVASC study 15 the first prospective study that exanuned the cardiovascular
effects of the French numtional judelines. The mam results of our study have shown that
subjects that adhered to the guidelines with no cardiovascular risk factor, with similar
physical senvity and metabolic profiles. hiad lower heart rate_ longer diastole duration with
better myocardial perfusion with, lower heart rate blood pressure product than those who did
not adhere The subjects who adhered to PNNS mndelines did not have any signaficant
differences in blood pressure. antenal ngidity. endothelial fimction. vago-sympathetic cardiac
activity. These resuits were i faver of the Q4 zroup despate being older with un faverable
anthropometric characteristics inclnding higher BMI. higher waist circumference and higher
fat mass. This suggests that besides the effect on myocardial perfiision the nutrtional
adequacy to PNNS zuidelines could slow the deterioration of cardiova scular nsk integrators
Arterial ngidity indices like the carofid fo feimoral pulse wave velocity and the augmentation
index in the digital artery, radial artery and in the aorta were pot affected Eesults for
augmentation index were similar daspite differences i aze even after adjustment for 2 heart
rate of 75 beats’ minute A diet favouring meat. alcohol and poer in micromutrients was
associated with increased artemal stiffness ¥ om the contrary a meal that is rich in @-3
polyunsaturated fatty acids can acutely reduce arterial stiffness in healthy subjects ¥ The
guality of mumients especially low-glycemic-index dietz have been shown to lower msulin
secretion in healthy subpects, the preventive properties of this type of dist  large cohort
studies have shown to decrease the ritk of developing disbetes and cardisvascular diseazes
The mean measured PWV values compared to a peferenice group of subjects from the general

population for the same age category with optimal or nonmal BP and no addifional CV nsk
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factors were less than the 10th percentile of the reference vahses (7.9 misec) for both groups
a2

Aldwougl the stmdy was designed based on the assumption that adherence to PWNS suidelines
could lead to a difference of 1 m / sec in PWV between the two groups, the aciual difference
was only 036 m/sec. The measured FWV values compared to the predicted ones were lowear
for both sroups (neean PWV difference of 1.8 my/sec) indicating that hoth sroups hesides the
absence of cardiovascular nsk factors probably had a sinular bealthy way of Living, & factor
that prabably aenmated the differences in arterial stiffness.

One of the major findings of our study was that participans that adhered to PNNS puidelnes
had a lower heart rate independently from their age with & simiar vagosympathetic cardiac
and svmpathetic vascular activity. These results confirmed previcus studies that examined the
influence of adherence to Mediterranean type diet * and reported a lower heart rate which
however was not confirmed m a prospective 3 year dietetic mtervention = A low heart rate
with resting heart rates between 50-70 beats per mimate has been shown to be associated with
lower rates of mortality in the general populanon ™ whereas when the same heart rate was
obtaned with beta blocker mortality doubled ** suggesting that a namrally occurring slow
resting heart raee was a sim of good overall health.

Higher resting heart rate has been showm to be associated independently with artenal stiffness
*! Heart rate reduction could alse slow the accelerated age-related endothehal dysfumction
thromgh two potential mechanisms: the reduction m mechanical stress and the prolongation of
the period of steady lammar flow * In ow stacy subjects that adhered to mumitional
guidelines the longer diastole was associated with an improved myocardial perfusion This
positive result was heart rate dependent since the differences between the  groups were no
longer sgmificant after adpustment for beart rate.
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Another important finding was that the doubde product of the heart rate with the aortic systalic
blood pressure. an index of myocardial oxygen consumption ¥, was also lower in the Q4
group. The presence of similar stoke volume. preload. afterload and contractility with a Jower
heart rate suggest 3 mwore efficient myocardial metabelism for achieving smmilar cardiac
workload. The numtional factors which could sccount for the lower heart rate remam to be
determined. A study in cultured myocardial cells suggested that the presence of n-3 fatty acids
like docosahexaenoic acid had a positive influence in the B-adrenergic wansduction = The
intrinsic diet effect on myocardmma has been desenibed in nmirine models and was independent
from the diet effect on ciculating bovmone or substate levels ¥, A difference w phvsical
activity was mot detected between the subjects who adhered or did mot adhere to PNNS
recommendations,

The hemedynamic profile of the two groups was also similar regarding the stroke volume,
penipheral resistance, myocandial contractility, left ventricular ejection time and the venous
refrn Previows studies have shown that the consumption ef lugh levels of saturated fat over
the cowrse of several weeks may lead to an increass of total peripheral resistance following
the ¢onsumption of the hugh-fat mesl relative to the low-fat meal ¥,

Blood pressure was measured on radial arteries and central blood pressure was demved from
the generalized transfer function. Diastolic blood pressure is known to decrease in the sixth
decade whereas SBP mereases with age. usually leading to mereased pulse pressure and a
decrease of the pulse pre ssure amplification with aging is due to large artery stiffening *_ The
absence of statistically ssgmficant differences berwesen the two groups m small arteries and m
gorta regarding systolic, diastelic. mean. pulse pressures, pulse pressure sugmentation ratio in
the presence of simalar vascular sympathetic actvity despite the increasing age. might ndicate
a nutmtional protective effect on the vessels
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The non-sigmficantly different results in endothebal finction mmdexes measured either at the
level of the digital artery or m cutanecus blood flow at est and after acetylcholine
1ontophoresis are also worth considening. The role of numents m endothelial fanction has
been thoroughly studied: intraartenal glucose nfusion impairs endothelinm-dependent
vasodilation in healthy bumans i vive “,Irmsitﬂth}'pﬂuigi}'tuﬁaaniadﬂremhﬁhial
artery reactivity, presumably through both endothelium-dependent and endothelmum-
independent mechanisms * while inravenous infusion of L-arginine improved endothelial
function "

The absence of differences mn the hemodynanmuc profile and endothelial function m the present
study is probably due to the fact that the group that did not follow the PNNS
recommendations had good matritional habits at least for caloric mtake since their BMI was
sigmificantly lower with practucally no weight change in a 5 vear period

These results could not be related to antioxsdant supplementation since patients did not
receive any antioxidants since 2007 and recent meta analyses have confirmed that 1n subjects
with no mrtritional deficifs the optimal source of anticaadants seems to come from diet and not
from antoxidant supplements

One of the limutations of this shudy was that the difference in PWV was lower than expected
leading also to a loss of statistcal power. Ancther limitation was that the muwber of
participants was smaller than instially planmed i the study design and we could not exclude a
type 2 statistical error by muissing other important differences m cardiovascular mtegrators
between the 2 groups. Finally & new evaluation of physical activity would have been useful in
2012 However a marked change m physical activity was unlikely smce there was practically
no weight change over a 5 year penod.

The strengths of thus stady were that participants were mcluded for the stabality of thew

numtional adequacy during two fime points over a 3-year penod. Both groups had ne
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cardievascular confounders since they were free of cardiovascular risk fctors. When we tock
in consideration the anthropermene measurements and thewr metabolic profile both groups
probably shared a healthy way of living before the study thus increasing the accuracy of the
selection based m the PNNS adequacy index.

The WUTEIVASC study affirmed that adberence to the French nunGonal pudelnes has a
positive mmpact in resting heart rate and myecardial perfusion indices despite advancing age,
hugher fat mass and ugher BMI Benaficial effects of the mudelines also meluded the delay of
wascular aging and less myocardial oxygen consumption. These results should smengthen the

preventien program for cardiovascular diseases as recommended m the PNNS.
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Legends

Figure 1: Study protocol. HRV and BPV: heart rate variability and blood pressure variability.
CBF: cutaneous blood flow, Ach: acetylcholine, PWV: pulse wave velocity.

Figure 2: NUTRIVASC study screening

Figure 3: A) PWV: comparison of measured values with values predicted by age B) PWV
distribution by age

Table 1: Participants characteristics

Table 2: Peripheral and central blood pressures measured by applanation tonometry, indices
of arterial stiffness and cardiac cycle duration.

Table 3: Cardiac autonomic nervous system activity and cardiac impedancemetry
measurements

Table 4: Endothelial function in small arteries and laser Doppler results
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Figure 2
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Table 1

Table 1: Participants characteristics

Total, n=49 Q1, n=23 Q4, n=26 p

Age (years) 65.4+5.6 63.6£5.6 67.0£5.2 0.036
Gender (male/female) 12/37 3/20 9/17 0.104
Height (cm) 165.1£8.6 164.4+8.0 165.8+£9.3 0.583
Weight (kg) 64.4+13.3 60.8+12.5 67.5+13.4 0.082
Body mass index (kg/m?) 23.5+3.4 22.4+3.5 24.4+3.1 0.043
Waist circumference (cm)  79.8+11.9 76.3+11.1 82.9+12.0 0.050
Hip circumference (cm) 96.9+9.5 93.849.6 99.6+8.7 0.033
Body composition

Lean body mass (kg) 45.1£11.6 43.9+10.8 47.3+12.2 0.310

Fat body mass (kg) 18.4+5.8 16.5+4.7 20.1£6.3 0.036
Physical activity score

During leisure time
hours ? 19.2+17.9 17.3+£19.1 20.9+17.0 0.532

At working hours 19.4+43.2 27.1247.4  13.0£39.7 0.373

At home 27.7433.8 26.8422.0  28.6+43.8 0.904
Sedentarity score 13697+6972  13657+6735 13728+7298  0.974
Sedentarity (minutes) 228.3+116.2 227.6x116.2 228.8+121.6  0.970
Biological parameters
HbAlc (%) 5.4+0.3 5.5£0.2 5.4+0.4 0.568
HbA1c (mmol/mmol) 35.5£3.0 36.6+2.0 35.5+1.0
Fructosamine (umol/L) 233.1£21.7  227.3+21.4 2383+21.1  0.078
Glycemia (mmol/l) 5.0£0.4 4.9+0.4 5.1+0.4 0.133
Total cholesterol (mmol/l) 6.0+£0.9 5.9+0.9 6.0+£0.9 0.462
HDL cholesterol (mmol/l) 1.9£0.7 2.1£0.9 1.8+0.4 0.261
LDL cholesterol (mmol/l) 3.6+0.8 3.5+0.8 3.7+0.8 0.236
Triglycerides (mmol/l) 1.0£0.6 1.0£0.7 1.0£0.4 0.919
Urinary albumin
excretion (mg/L) 6.9+10.8 5.847.4 7.9+13.3 0.524

Data are means = SD
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Table 2: Peripheral and central blood pressures measured by applanation tonometry, indices

of arterial stiffness and cardiac cycle duration.

Total, n=49 Q1, n=23 Q4, n=26

p p# pH#  pHHE#
Blood pressure
Heart rate (beats/min) 62.1£8.5 64.3+8.4 60.2+8.0 0.084  0.005  0.004 0.042
Radial SBP (mmHg) 1253+16.2  126.3+£16.8  124.4+158  0.676  0.039  0.014 0.091
Radial DBP (mmHg) 80.1+10.3 80.6+9.7 79.7£11.0 0750 0.192  0.103  0.460
Radial PP (mmHg) 45.2+10.0 45.7£10.7 44.749.6 0.729  0.074  0.057 0.066
Central SBP (mmHyg) 119.8+15.5  120.4+154  119.3+158 0.796  0.084  0.039 0.188
Central DBP (mmHg) 81.0+10.4 81.6+9.8 80.5+11.1 0.724  0.171  0.088 0.427
Central PP (mmHg) 38.8+9.0 38.8+8.7 38.749.5 0971 0222 0.198 0.208
MBP (mmHg) 97.5+12.2 98.2+12.0 96.9+12.5 0.706  0.090  0.039 0.240
Pulse pressure
augmentation ratio 1.2+0.1 1.2+0.1 1.2+0.1 0.496 0.260 0.216 0.269
Double product
(beats*mmHg/minute) 7458+1518 7788+ 1680 7166 +1323  0.155  0.001 <0.001 0.009
Arterial stiffness
PWYV (m/sec) 7.3£2.1 7.1£2.4 7.4+1.8 0.554 0458 0.578 0.522
Peripheral Alx (%) 93.3+11.5 91.6+8.5 94.9+13.6 0312 0293 0.244 0.340
Central Alx (%) 35.7+6.6 35.3+6.1 36.0+7.1 0.720  0.556  0.517 0.447
Central AIx@75 (%) 29.6+6.0 30.1£5.8 29.1+6.3 0.568  0.377 0.394 0.822
Reflection time (msec) 138.1+9.7 137.9+10.5 138.4+92  0.864  0.546 0635 0.725
Cardiac cycle
parameters
SEVR (%) 166.9+29.5  159.8432.3  173.3+25.7  0.111  0.023  0.016 0.067
Tension time index 2221+388 2307+428  2145.6+489  0.147  0.002  0.001 0.018
Diastolic time index 36314483 3588+483  3668.6+489  0.569 0902  0.784 0.898
Cardiac cycle (msec) 983+145 947+124 1016+157  0.098  0.013  0.010 0.076
Diastole duration (msec) 651+132 617x117 681+139 0.090  0.015 0.0I1 0.078
Diastole duration (%
cardiac cycle) 65.7+3.7 64.6+4.1 66.7+£3.1*  0.049 0.011 0.008 0.049

Data are expressed as mean+SD

SBP, DBP, MBP, PP: systolic, diastolic, mean, pulse pressures, respectively; PWV: pulse
wave velocity; SEVR: Subendocardial Viability Ratio;

#Covariates appearing in the model are considered at the following values (mean values for
the total population): age = 65.7 years , BMI = 23.4 kg/m?.

## Covariates appearing in the model are considered at the following values: age = 65. years,
waist circumference = 79.8 cm.

### Covariates appearing in the model are considered at the following values: age = 65.7
years, BMI= 23.4 kg/m?
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Table 3: Cardiac autonomic nervous system activity and cardiac impedancemetry measurements

Total, n=49 Q1, n=23 Q4, n=26

p pi pif  piit
Digital artery blood
pressure
measurements
SBP (mmHg) 107.2+14.8 106.0+£17.7 108.2+12.0 0.622 0310 0.323  0.331
DBP (mmHg) 69.6+12.9 67.9+142  71.0£11.8 0.404  0.751  0.651  0.721
MBP (mmHg) 85.4+13.0 84.2+15.0  86.5+11.1 0545 0472 0438 0.456
PP (mmHg) 36.849.6 36.5+12.3 37.1+6.6  0.821  0.677 0.893  0.545
Heart rate variability
LFnu-RRI (%)*t 42.1+15.1 447159  40.2+144 0331 0300 0.287 0.363
HFnu-RRI (%) ¥ 57.9£15.1 555159  59.8+144 0331 0300 0287 0.363
LF/HF-HR 0.8+0.5 0.9£0.6 0.840.3 0.228 0272 0.301  0.680
LF-SBP (mmHg?)} 39.2+11.6 394+12.6  39.1x11.0 0929  0.757 0.708  0.823
Cardiac
impendancemetry
Stroke volume (ml) 64.5+14.9 62.5+8.0 66.1£18.8  0.403 0.370 0369  0.464
Indexed stroke
volume (ml/m?) 37.8+7.9 37.9+6.2 37.849.3 0.979 0.380 0363  0.427
Cardiac output
(L/min) 4.6x1.0 4.5+0.8 4.7£1.2 0.616 0.940 0957 0.946
Indexed cardiac
output (L/min*m?) 2.7£0.5 2.7+0.5 2.7+0.6 0.729 0.884 0921 0.867
Total peripheral
resistance
(dyne*sec/cm5) 1508+380 14644320 15454426  0.464 0.680 0.687  0.957
Indexed total
peripheral resistance
(dyne*sec*m?
BSA/cm’) 2567+672 2438+574 2676 £739  0.225 0.722  0.779  0.930
Index of contractility
(1000/sec) 41.9+14.2 43.6+13.1 40.6+15.1 0.465 0.707  0.698  0.646
Acceleration index
(100/sec?) 58.8+19.9 61.1+19.2 56.9+£20.6  0.472 0.567 0.582 0.513
Left ventricular
work index
(kg*m/m?) 3.1+0.7 3.2+0.7 3.1+£0.6 0.694 0.292 0322 0.557
Left ventricl ejection
time (msec) 305.1£15.3 303.2+£15.2  306.7¢15.5  0.493 0.056  0.081 0.303
Thoracic fluid
content (1/Ohm) 27.4+4.0 27.5+£3.9 27.4+4.1 0.936 0.507 0.612  0.592

Data are expressed as mean+SD

SBP : Systolic Blood Pressure, DBP : Diastolic Blood Pressure, MAP, Mean Arterial

Pressure, PP: pulse pressure, LFnu-RRI and HF nu-RRI: Low and High Frequency band of
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the heart rate spectrum in normalised units expressed as percent of the total spectrum, LF/HF-
HR: ratio of low to high frequency band of the heart rate spectrum,LF-SBP : Low Frequency
band of systolic blood pressure spectrum. BSA: body surface area.

tmeasurements performed under paced breathing at 12 breaths / minute.

}Covariates appearing in the model are considered at the following values (mean values for
the total population): age = 65.4 years , BMI = 23.5 kg/m?.

11 Covariates appearing in the model are considered at the following values: age = 65.4 years,
waist circumference = 79.8 cm

111 Covariates appearing in the model are considered at the following values: age = 65.4
years, BMI= 23.5 kg/m?
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Table 4: Endothelial function in small arteries and laser Doppler results

Total. p pi pif  piff

n=49 Q1. n=23 Q4. n=26
Endopat2000®
Heart rate
(beats/min) 63.3£8.5 65.619.3 61.1£7.3 0.068 0.001 0.001 0.003
Reactive hyperemia
index 2.3+0.5 2.34+0.5 2.2+0.4 0.895 0.813 0.620 0.444
Alx (%) 22.4+133  21.6x11.5 23.1+149 0.706  0.625 (0.591 0.464
AlIx@75 (%) 15.0£11.0 15.748.7 14.4+13.0  0.699 0.435 0.473 0.110
Laser doppler
Mean basal
cutaneous blood flow
(PU) 6.6+£3.04 6.6£3.5 6.7£2.6 0.878 0.902 0.839 0.377
Cutaneous blood
flow variation during
deep breathing (%) ¥ 26.6+8.8 27.249.3 26.0+8.6 0.635 0.878 0.723 0.469
Cutaneous blood flow
after acetylcholine
stimulation
Maximal cutaneous
blood flow (PU) 46.5+£30.6  38.2+421.8 54.5£35.7 0.074 0.068 0.063 0.365
Peak delay (sec) 0.3+0.2 0.2+0.1 0.3+0.2 0.070 0.073 0.075 0.102
CBFauc (PU*sec) 118.2+31.0 104.8+32.0 131.1x24.3 0.060  0.068 0.063 0.371
Peak tangent
(PU/sec) 4971+£3054 4100+£2311 5805+3475 0.123  0.090 0.082 0.344
Vasodilation
duration (sec) 291.5£86.6 283.7£91.7 299.7+£82.6 0.571 0.590 0.765 0.923

Data are expressed as mean£SD. fpaced deep breathing (6/minute)
PU: perfusion units. CBFsyc: Area under the curve after acetylcholine iontophoretic

administration.

tCovariates appearing in the model are evaluated at the following values (mean values for the

total population): age = 65.4 years , BMI = 23.4 kg/m?.

11 Covariates appearing in the model are evaluated at the following values: age = 65.4 years,

waist circumference = 79.8 cm

111 Covariates appearing in the model are evaluated at the following values: age = 65.7 years,

BMI= 23.4 kg/m?
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3.2.2.3 Résultats en post prandial

3.2.2.3.1 Biologie.

Total =49, m+sd) QI (N=23, m#sd) Q4 (n=26, misd) P

Glycémie H1 (mmol/L) 83+ 1,5 82 +1,5 84+1,5 0,576
Glycémie H2 (mmol/L) 69+13 69+13 6,9 +1,3 0,936
Glycémie H3 (mmol/L) 55+09 54+08 55+1,0 0,684
Cholésterol total HI (mmol/L) 54+0,8 53+08 55+0,8 0,424
Cholésterol total H2 (mmol/L) 54+0,8 53+08 55+0,8 0,398
Cholésterol total H3 (mmol/L) 57+08 56+09 57+0,8 0,687
HDL H1 (mmol/L) 1,7+ 04 1,8 +04 1,7+03 0,396
HDL H2 (mmol/L) 1,7+ 04 1,8+0,5 1,7+0,3 0,297
HDL H3 (mmol/L) 1,8+ 04 1,9+04 1,8 +0,3 0,291
LDL H1(mmol/L) 33+0,7 32406 34407 0,256
LDL H2 (mmol/L) 33+£07 32+0,7 34+0,7 0,237
LDL H3 (mmol/L) 3,5+0,7 34+0,8 3,5+0,7 0,428
Triglycerides H1(mmol/L) 09+04 0,8 £0,5 09+04 0414
Triglycerides H2(mmol/L) 0,8+04 0,8+0,5 0,8+04 0,506
Triglycerides H3(mmol/L) 09+0,5 0,9 £0,6 09+04 0,712

Tableau 15: NUTRIVASC résultats biologiques en post prandial. Q1 vs 04

Il n’y avait pas de différence significative pour les paramétres métaboliques en post prandial

entre les 2 groupes.
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Figure 26: NUTRIVASC Parameétres biologiques en post prandial
. Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H3, p<0,05 vs HO.
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3.2.2.3.2 Parameétres hémodynamiques et activité autonome cardiovasculaire.
Présentation Orale Neurodiab 2014

“Cardiovascular autonomic activity does not have an impact in postprandial
hemodynamic changes in healthy elderly subjects. The NUTRIVASC study.”

L'augmentation du débit cardiaque, coincide avec I'augmentation de la FC tandis que le

volume d'éjection du ventricule gauche n'est pas modifié€ .
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Figure 27: NUTRIVASC Modifications postprandiales de la FC, du DC, et du volume d'ejection

Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétés de HO a H3 §, * p<0,05 vs HO.
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L'indice de contractilité augmente a H1, reste stable a H2 et rebaisse a H3. Le retour veineux
augmente en post prandial. Les résistances périphériques ne se modifie pas de fagon

significative.

Q1 vs Q4, p=0.257
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Figure 28: NUTRIVASC Modifications des résistances périphériques, du retour veineux et de la contractilité
cardiaque

Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H3, * p<0,05 vs HO.

L'inhibition vagale était en événement précoce et ne coincide pas avec I'augmentation de la

FC.
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Q1 vs Q4, p=0.324
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Figure 29: NUTRIVASC Les modifications de la FC ne coincident pas avec l'inhibition vagale
Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droit les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H3; §,* p<0,05 vs HO

3.2.2.3.3 Pression et rigidité artérielle

En post prandial la PAS périphérique et centrale diminuent sans modification des pressions
pulsées. La diminution de la PAS arrive suite a la diminution de la PA moyenne. Les 2

groupes n'avaient pas de différences statistiquement significatives (Figure 30).
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Figure 30: NUTRIVASC Modifications postprandiales de la PAS, PAD et PP périphérique et
centrale. Données fournis par le Sphygmocor® .
Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droit les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H3 p vs HO.

En post prandial la FC et le ratio de 1'augmentation des pressions pulsées augmentent (Figure
31). Le sujets qui suivent les recommandations du PNNS apres ajustement sur I'dge, ont une

FC plus basse et un Tr plus élevé par rapport au groupe Q1.
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Figure 31: NUTRIVASC modifications postprandiales de la FC, PPAR et Tr

Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures
répétées de HO a H3. FC Q1 vs Q4 ajustée sur l'age, p=0.002, Tr Q1 vs Q4 ajusté sur l'dge
p=0.027.

La rigidité artérielle (Alx et Alx@75) diminue en post prandiale et 1'effet est plus important
pour le groupe qui suit les recommandations PNNS (p=0.021). La durée de la diastole et le
SEVR diminuent a H1 puis augmentent a H3 de facon significative, aprés ajustement pour

l'age I’effet est plus important pour le groupe Q4.
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Figure 32: NUTRIVASC Modifications postprandiales de la VOP, Alx, AIx@75, SEVR, durée de la diastole

Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H3 p vs HO.
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3.2.23.4 Fonction endothéliale (ENDOPAT®)

En post prandial la fonction endothéliale (RHI) et la rigidité artérielle (AIx@75) diminuent de

HO a H2 sans modification des pressions pulsées. Ce profil ne différe pas significativement

entre les 2 groupes (Q1 et Q4).
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Figure 33: NUTRIVASC RHI et AIx@?75.

Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H2 p vs HO. Les résultats ont été ajustés sur l'dge.
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3.2.2.35 Flux sanguin cutané

Le FSC augmente en post prandial, sans différence entre Q1 et Q4. Le pourcentage de baisse
du FSC pendant I’inspiration profonde (6 cycles /minute) qui est une mesure de l'activité

sympathique tend a diminution.
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Figure 34: NUTRIVASC Flux sanguin cutané et % de variation pendant la respiration profonde

Sur la colonne de gauche tous les sujets, a droite les groupes Q1 et Q4. Anova pour mesures

répétées de HO a H2 p vs HO.
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3.2.3 Conclusions

Chez les sujets qui suivent les recommandations du PNNS 4 jeun la fréquence cardiaque est
plus basse, la diastole dure plus longtemps et la consommation d’oxygeéne du myocarde est
moins élevée par rapport au groupe ayant une alimentation inadéquate. Ces données suggerent
qu’une alimentation selon les recommandations peut avoir un effet bénéfique au niveau
cardiovasculaire en améliorant la perfusion myocardique.

Pendant la période post prandiale chez les personnes agées saines, I'augmentation du débit
cardiaque coincide avec I'augmentation de la FC et pas avec celle du volume d'éjection.
L'activité autonome cardiaque est modifiée tres rapidement apres 1'ingestion d'un repas.

Les modifications la FC semblent étre indépendantes d'un effet 1i¢ a l'inhibition vagale.
L'augmentation du retour veineux et du débit cardiaque est augmentée probablement par la
redistribution du flux sanguin de la circulation splanchnique.

Pendant la période post prandiale les sujets qui suivent les recommandations du PNNS
abaissent davantage AIx@?75 plus bas et ont un Tr plus élevé. Contrairement a la VOP, qui
est une mesure directe de la rigidité artérielle, 1’ Aix est une mesure indirecte de la rigidité
artérielle et dépend de I’onde de réflexion. Le retour tardif des ondes de PA diminue
'amplitude de la PA systolique et pulsée centrale, la post-charge ventriculaire gauche et la
demande en oxygene du myocarde.

Le groupe PNNS présente une FC dans la période post prandiale plus basse par rapport au
groupe qui ne suit pas les recommandations et cette réponse est indépendante de 1'activation
sympathique et/ou I'inhibition vagale.

Pendant la période post prandiale nous poursuivons les analyses des données ajustés et des

apports alimentaires.
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3.3 Etude de la réponse hémodynamique physiologique post prandiale
chez des patients diabétiques ayant des facteurs de risque
cardiovasculaire avant et aprés une insulinothérapie. Etude
INSUVASC.

Effets de différents schémas d’insulinothérapie sur la compliance artérielle, la fonction
endothéliale et la fonction autonome cardiaque de patients diabétiques de type 2 mal

¢quilibrés sous traitement antidiabétique oral : une étude pilote.

(INSUlin Regimens and VASCular Functions, INSUVASC-NCT 01022658)

3.3.1 Description de 1'étude

L’activité vago-sympathique, la rigidité artérielle et la fonction endothéliale sont des
intégrateurs de risque cardio-vasculaire dont les modifications concomitantes apres un repas
sont peu connues. En outre, I’influence respective du contrdle glycémique a jeun et post-
prandial 2 moyen terme sur ces paramétres n’a pas été étudiée chez les diabétiques de type 2.
L’objectif de cette étude pilote était de comparer les effets d’un meilleur équilibre glycémique
pendant 4-5 semaines, portant sur les glycémies a jeun et/ou les glycémies post-prandiales
grace a des schémas d’insulinothérapie différents, sur la rigidité artérielle, la fonction
endothéliale et I’activité du systéme nerveux autonome cardiovasculaire.

11 s’agit d’une étude pilote prospective, randomisée, en ouvert.Les patients étaient recrutés
dans le service d’Endocrinologie-Diabétologie-Nutrition de 1’hdpital Jean Verdier (Bondy) et
le service d’Endocrinologie-Maladies Métaboliques de 1’hdpital Avicenne (Bobigny) et inclus
apres accord et signature d’un consentement éclairé.

Quarante-deux patients mal équilibrés sous traitement antidiabétique oral maximal et
considerés comme insulinorequérants ont été randomisés apres une demi-journée initiale
d’explorations en 3 groupes déterminant leur traitement pendant 4-5 semaines :
insulinothérapie au diner ou coucher par insuline detemir (Levemir®) un analogue de longue
durée d’action ou insuline d’action rapid avant chaque repas par insuline aspart (Novorapid®)
ou association des deux (Basal Bolus).

Les explorations se déroul’rent en deux demi-journées effectuées (1) avant la randomisation,
(2) apres 4-5 semaines d’insulinothérapie. Au cours de chacune de ces demi-journées, éatient
¢valués avant et au cours des 3 heures suivant un petit-déjeuner standardisé des parametres
biologiques métaboliques, endothéliaux et du stress oxydant, la rigidité artérielle, la fonction

endothéliale et le systéme nerveux autonome par des méthodes non invasives : Sphygmocor®,
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Finapres®, laser-doppler et Endopat2000®. Une évaluation de la composition corporelle par

impédancemétrie a été réalisée.
Les bénéfices attendus étaient pour les patients I’exploration trés précise dans les conditions
basales et apres équilibration glycémique sous insulinothérapie de leurs vaisseaux et du
systéme nerveux autonome, et I’évolution de leur masse grasse et de leur masse maigre.

E— mm ] evemil soir
steasssss  Novorapidx3

A

4-5 SEMAINES

EXPLORATIONS

EXPLORATIONS

Figure 35: INSUVASC Schéma de l'étude
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3.3.1.1 Traitement

L’insulinothérapie correspond a une des alternatives thérapeutiques recommandées
actuellement en France en cas d’échec d’une bithérapie orale associant metformine et
insulino-sécréteurs.

Une éducation spécifique du patient était réalisée concernant 1’insulinothérapie : auto-
surveillance glycémique, technique d’injection, adaptation des doses d’insuline, conduite a
tenir en cas d’hypoglycémie. Cette éducation a été effectuée lors d’une hospitalisation courte,
selon le patient et les habitudes du prescripteur.

Adaptation de la dose de Detemir sur la glycémie au réveil.

Seuil de glycémie au réveil Adaptation de dose Délai
<0,56 g/1
ou hypoglycémie nuit 4 Ulou-10% Dés I’événement
0,56 — 0,71 g/l -2 Ul ou-5%
0,72 - 1,00 g/l Pas de changement
1,00 — 1,26 g/l +2 Ul
1,27 - 1,55 g/1 +4 Ul Moyenne des 3 jours
>1,56 g/l +6 Ul

Adaptation des doses d’insuline Aspart injectée avant chaque repas :

Seuil de glycémie 2 heures

Adaptation de dose Délai
apres le repas
<0,56 g/l
ou hypoglycémie dans les 3 -4 Ul ou -10%

: . Dés I’événement
heures suivant I’injection

0,56 — 1,00 g/l -2 Ul ou -5%

1,00 — 1,26 g/l -2 Ul ou -5%

1,27 -1,40 g/l Pas de changement

1,40 — 1,60 g/l +2 Ul ou +5% Moyenne des 2 jours
1,60 — 1,80 g/l +4 Ul ou +10%

> 1,80 g/l +6 Ul ou +15%

Le traitement par metformine était poursuivi a la dose maximale tolérée, les autres traitements
anti-diabétiques €tant par ailleurs arrétés. Un éventuel traitement anti-diabétique par

thiazolidinediones, inhibiteurs de 1’alpha 1 glucosidase, inhibiteurs de la di-peptidyl-peptidase
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4, analogues du glucagon-like peptide 1 devait étre arrété dans les deux mois précédents. Cet
arrét ne devrait pas avoir de conséquence importante sur 1’équilibre glycémique, a savoir pour
I’HbA1c n’aurait pas baissé de plus de 0,5% en cas d’utilisation des IAG ou d’IDPP4, pas
d’efficacité de I’analogue du GLP1 a priori en raison d’une insulinopénie endogene effet
rémanent pendant 8 semaines des TZD.

L’insulinothérapie débutée selon la randomisation a été poursuivie pendant 4-5 semaines,
avec au minimum une aide téléphonique 3 fois par semaine pour I’adaptation des doses
d’insuline la premiére semaine, une fois par semaine ensuite, et avec une consultation possible
une fois par semaine.

Un cycle glycémique capillaire était réalisé par le patient en ambulatoire dans les 3 jours
précédant les explorations, avec mesure des glycémies avant et 2 heures apres le début du
petit-déjeuner, du déjeuner et du diner, et une glycémie supplémentaire a 3 heures du matin si
acceptée par le patient.

Les explorations ont été réalisées apres 4-5 semaines de traitement selon le schéma de la .

3.3.1.2 Ciritéres d'inclusion:

1. Patient agé de 30 a 72 ans,

2. Diabete de type 2 diagnostiqué depuis plus d’un an,

3. HbA1c mesurée par DCA 2000 entre 7,1 et 12%,

4. Sous un traitement d’une durée de 2 mois au moins comprenant metformine et

insulino-sécrétagogue (sulfamides hypoglycémiants ou glinides) a doses maximales tolérées,

5. Index de masse corporelle entre 20 et 37 kg/m?,
6. En cas d’HTA traitée, traitement inchangé depuis 3 mois,
7. En cas de dyslipidémie traitée, traitement inchangé depuis 3 mois,

3.3.1.3 Critéres de non inclusion:

1. Grossesse en cours ou prévue durant les 2 mois de I’étude,

2. Femme sans contraception efficace

3. Traitement par thiazolidinediones (TZD), inhibiteurs de 1’alpha 1 glucosidase (IAG)
ou inhibiteurs de la di-peptidyl-peptidase 4 (IDPP4) ou analogues du glucagon-like peptide 1
(GLP1) dans les 2 mois précédant I’inclusion car des études ont suggéré un effet propre de ces
traitements sur la fonction endothéliale et la rigidité artérielle, et que les effets de certains

traitements pourraient étre encore présents lors du premier cycle d’insulinothérapie,
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4. Patient manifestement déséquilibré pour des raisons non dues au schéma thérapeutique
: démotivation, refus de la maladie, erreurs diététiques manifestes, infection ou traitement
intercurrent (corticothérapie), insuffisance éducative manifeste, incapacité de compréhension
des regles de base du traitement,

5. Rétinopathie diabétique préproliférante ou proliférante dont la stabilisation par
photocoagulation rétinienne n’est pas confirmée par I’ophtalmologiste et qui contre-indique
un traitement intensif rapide de la glycémie dans les 6 mois a venir,

6. Aucune comorbidité : Hypertension non contrdlée, insuffisance rénale (clairance de la
créatinine <40 ml/min), insuffisance hépatocellulaire (TP<70%), maladie respiratoire
chronique, anémie (Hb<10 g/1), artériopathie oblitérante des membres inférieurs définie par
une abolition de 2 pouls périphériques sur un méme membre inférieur et confirmée alors par
un index de pression systolique <0,8, arythmie cardiaque et extrasystoles auriculaires ou
ventriculaires, troubles de la repolarisation, de troubles du rythme,

7. Patient dont le suivi sur 6 mois peut étre compromis de fagon prévisible (état général
altéré, instabilité géographique professionnelle ou familiale),

8. Etat mental rendant le sujet incapable de comprendre la nature, les objectifs et les
conséquences possibles de I’essai,

0. Sujet privé de liberté par décision administrative ou judiciaire.

10.  Allergie connue a I’Insuline

3.3.1.4 Organisation d’une demi-journée d’explorations

Le jour de I’exploration, le traitement éventuel par inhibiteurs calciques, alpha- ou béta-
bloquants n’est pas pas pris avant les explorations mais juste a la fin des explorations. Les
fumeurs éventuels ne devront pas fumer pendant la matinée. Les explorations, toutes non
invasives, sont réalisées a jeun et 1, 2 et 3 heures apres le petit déjeuner standardisé selon le
schéma de la (Figure 36).

Les explorations seront réalisées si la glycémie de départ est comprise entre 0,6 et 2,5 g/L. Le
cas échéant, elles sont reportées. En cas d’hypoglycémie post-prandiale pendant les
explorations, celle-ci doit étre corrigée par la prise de 15 g de saccharose. En cas de
modifications importantes des paramétres d’étude en relation avec cette hypoglycémie et son
resucrage, nous ne considérerons dans 1’exploitation finale que les résultats précédant
I’épisode d’hypoglycémie.

Le protocole d'une demi journée d’explorations est pratiquement le méme que celui décrit

pour I'étude NUTRIVASC et ACCES.
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Figure 36: INSUVASC Explorations pendant une période d'une heure.
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3.3.1.5 Analyses statistiques

3.3.1.5.1 Analyse descriptive

Tous les paramétres quantitatifs sont résumés de maniere descriptive dans chaque groupe de
modalité thérapeutique et pour chaque temps ou ils sont recueillis. L’analyse statistique
descriptive comprend pour chaque parametre quantitatif a chaque temps : moyenne, déviation
standard, minimum, maximum, médiane et quartiles, nombre de valeurs manquantes. Les
parametres qualitatifs sont exprimés par la fréquence de distribution et les intervalles de
confiance bilatérale a 95% associés.

Les variables quantitatives sont comparées globalement entre les 3 groupes par ANOVA et
l'effet temps par mesures répétées comparées a HO. Une transformation normalisante ou
homogénéisant les variances pourra étre effectuée si nécessaire. En cas d’échec une analyse
sur rangs (Test de Kruskall-Wallis) sera faite.

En cas de mise en évidence d’une différence globale les groupes seront comparés 2 a 2 par
test t au seuil de significativité bilatérale ajusté pour la multiplicité. La encore, en cas de
données non gaussiennes, une transformation normalisante ou une analyse sur rangs sera faite.
Les parametres qualitatifs seront comparés globalement par test de Chi-2 ou de probabilité
exacte de Fisher. Des comparaisons 2 a 2 au seuil de risque ajusté seront faites en cas de

différence globale significative. Aucune analyse intérimaire n’était prévue dans cette étude.

3.3.1.5.2 Nombre prévu de personnes a inclure dans la recherche

11 s’agit d’une étude pilote dans laquelle le nombre de patients inclus a été basé sur la
faisabilité de 1’é¢tude. A titre indicatif, il a été calculé que N= 14 patients/ groupe permettra

d’obtenir une puissance de 80% pour détecter une différence entre groupes correspondant a

une taille d’effet (A/c) de I’ordre de 1,1.

3.3.1.53 Degré de signification statistique prévu

Seuil bilatéral a 5% pour les analyses globales des 3 groupes. Seuil ajusté pour les analyses
comparant chacun des groupes a un autre.

Note : Il s’agit d’une étude pilote dont les résultats devront étre considérés comme
exploratoires. C’est pourquoi il n’a pas été prévu d’ajustement du risque fixé a 5% (bilatéral)

pour les différentes ANOVA malgré la multiplicité des parametres testés.
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3.3.1.6 Population

Caractéristiques des patients a l'entrée de 1'étude

Total (n=41) ASPART (=14) BASAL BOLUS [n=137 DETEMR [r=14] p~

AGE (ANNEES) 53,645 6 55,6405 5344103 5214103 060
SEXE (FH) 2120 B/ 1073 311 0011
IMC (k') 29,344 F 3044 5 25,7445 /447 063
DUREE DU DIABETE (ANEES) 10545 5 105452 9.245.9 MESE 052
TOUR DE TAILLE (cm) 08,945, 1 59549 97 247 9574108 075
TOUR DE HANCHE (cm) 104.429.5 106114 104.248 1031183 072
GLYCEMIE & JEUNE (mmoliL) 113431 109441 123423 0728 038
HBATC (%) 9414 93417 93411 8.541.4 0.24
FRUCTOSAMINE {umaliL) 314845 3371487 7 44589 9641035 056
C PEPTIDE{prnaliL) 795543742 790.24401.4 BRI 64378.2 TIAEB00 06T
CHOLESTEROLE TOTALE (mmaliL) 45411 47412 4841 4411 0.14
HOL {mmaliL) 1.240.4 1.240.4 12404 124013 0.93
LDL {mmaliL) 2541 2741 2741 2141 0.21

TG {mmaliL) 17407 17407 16408 154018 0.58
ACIDES GRAS LIBRES(umal) ERTLIBES 495641714 575741207 5674250 058
MICROALEUMINURIE {mgiL) MBA33TS 202945467 29444 2 M7.441977 046t
HOMA B cell (%) STELES 7374481 44,3416 2 5514385 014
HOMA S (%) 39229 3324004 317414 1244306 048

HOMA IR 3517 4422 3613 31414 0.38

DYSLIPIDEMIE (OUNON) 18023 85 49 B/ 0.281
HYPERTENSION (QUYNON) 18123 B 57 B 0.961
> 2 FACTEURS DE RISQUE CY (OUWNON) 16725 77 49 311 056
Ty test =ANOVA T APRES TRANSFORMATION LOGARITHMGUE

Tableau 16: INSUVASC Description de la population

232



3.3.2 Résultats

3.3.2.1 Microcirculation: Flux sanguin cutané avant et aprés insulinothérapie

Short-term effects of insulin analogs Aspart and Detemir as an add-on to
metformin on cutaneous 3 microcirculatory perfusion after failure to

treatment with oral antidiabetic agents

(article soumis a publication )

Etude Insuvasc. Flux sanguin cutané

3.3.2.2 Introduction

Le flux sanguin cutané (FSC) est un mod¢le accessible pour 1'étude des mécanismes des
maladies cardiovasculaires. La mesure du FSC est non invasive et représente un indice de la
fonction microcirculatoire de la peau, mais également d'autres lits vasculaires [511]. La
mesure du FSC a été utilisée afin d'évaluer la maladie vasculaire périphérique [136] et la
maladie coronarienne athérosclérotique [137].

L'insuline induit un recrutement capillaire dans la peau humaine chez des sujets
normoglycémiques en bonne santé, un processus qui augmente a la fois la vasodilatation de
la microcirculation de la peau et l'activité¢ endothéliale locale [122]. La vasomotion
postprandiale induite fournit les substrats nécessaires pour les cellules. Toutefois, les
changements du FSC postprandial peuvent varier en fonction de 'approche utilisée au cours
des études. Par exemple, la perfusion microvasculaire augmente au cours d'un clamp
normoglycémique hyperinsulinémique, mais reste inchangé aprés un repas mixte chez les
individus sains et chez les patients obeses. Il a été suggéré que 1'hyperinsulinémie résultant
dela résistance a l'insuline peut réduire la fonction microvasculaire méme avant l'apparition

du diabéte.
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Les analogues de 1'insuline ont un début d'action plus précoce que l'insuline humaine et
peuvent mieux réduire les excursions glycémiques post-prandiales. Ces nouvelles
formulations sont plus efficaces pour le traitement de 'hyperglycémie aigué et inhibent la
production de radicaux libres et le stress oxydatif. Comparativement a l'insuline humaine
elles peuvent également restaurer le flux microvasculaire postprandial chez les patients
atteints de diabéte de type 1. Cependant, l'effet a court terme sur le FSC dans la période
post-prandiale apres l'initiation du traitement par les analogues de 1'insuline ajoutés a la
metformine n'est pas connu chez les patients diabétiques de type 2. Le but de cette étude
¢tait d'examiner les changements du FSC et de la fonction microcirculatoire endothéliale
chez les patients diabétiques de type 2 mal contrdlés a jeun et aprés un petit déjeuner
standard sous trois schémas d'insuline différents. Nous avons fait I'hypothese que le
traitement a 1'insuline de longue durée d'action, d’action rapide ou selon un schéma basale
bolus ajouté a la metformine, apporteront une amélioration supplémentaire duFSC

respectivement soit a jeun ou apres un repas, ou les deux.

3.3.2.3 Patients

L'étude INSUVASC ¢était une étude pilote, randomisée, en ouvert avec trois bras qui a été
menée au CHU Jean Verdier, Bondy, France. L'étude a été approuvée a la fois par le comité
d'éthique local (RPC, Comité de Protection des Personnes) et par I'Agence Nationale
Francaise de Sécurité du Médicament et a été enregistrée comme un essai clinique

(NCT01022658).
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3.3.2.4Mesures des fluctuations spontanées du flux sanguin par laser doppler

Le dispositif de Periflux System 5000® Doppler laser avait une fréquence d'échantillonnage
de 32 Hz, 780 nm de longueur d'onde, largeur de bande de 10 Hz a4 19 kHz, et le signal a été
traité avec la version 2.5.5 du logiciel Perisoft. Les mesures du Doppler laser ont été
enregistrées sur la partie inférieure de la face interieure de l'avant-bras en position couchée.
Le FSC a été mesuré en unités arbitraires de perfusion. L'étalonnage de la sonde laser a été
fait sur une surface blanche uniforme.

Le FSC a été mesuré a chaque période (HO, H1, H2) de la maniére suivante: pendant six
minutes au repos en respiration spontanée, puis pendant 1 minute de respiration profonde a
une fréquence de 6 cycles / minute. Aprés 1 minute de repos, l'acétylcholine (Ach,
Miochole®, Novartis) a été appliqué dans une éponge imbibée de 0,2 ml d'une solution d’
Ach a 2% autour de la chambre de la sonde Doppler laser.

L'administration cutanée de 1'Ach a été réalisée par iontophorese (0,2 m de Amp pendant 25

sec) et le FSC a été¢ mesuré au moins pendant 6 minutes apres 1'administration Ach.

3.3.2.5Dosages biochimiques

La glycémie a été¢ mesurée sur le plasma veineux par le méthode de glucose-oxydase
(colorimétrie, Kone Optima, Systeme Thermolab, Paris La Défense, France). Le mesure de
I'HbA1c a été basée sur une dosage immunologique (technologie Dimension®, Siemens
Healthcare Diagnostics Inc., Newark, Etats-Unis). Le cholestérol total, des lipoprotéines de
haute densité (HDL) et les triglycérides ont été mesurés par la colorimétrie enzymatique
(Hitachi 912, Roche Diagnostic, Meylan, France). Les lipoprotéines de basse densité (LDL)
ont été calculé en utilisant la formule Friedwald (sauf chez des patients qui avaient une

concentration des triglycérides > 400 mg / dl). L'excrétion urinaire d'albumine a été mesurée
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par immunonéphélométrie laser (BN100; Dade Behring) et les acides gras libres avec

colorimétrie enzymatique (Wako Chemicals, GmbH).

3.3.2.6 Analyse du FSC.

Le FSC diminue pendant l'inspiration, en raison de l'activation sympathique. Le pourcentage
de diminution du zénith au nadir de 1'ondelette de signal a été calculé, et la diminution
moyenne au cours des trois derniers cycles respiratioires a été utilisée comme un indice de
réponse microvasculaire de 1'activation sympathique (24). Les mesures apres
'administration Ach étaient les suivants (Figure 37): (i) FSC maximal apres I'administration
d’Ach (FSC maximal), (ii) temps depuis le début de 1'administration Ach jusqu'au FSC
maximal (delai du pic FSC), (iii) aire sous la courbe de la FSC pendant 3 minutes a partir du
début de I'administration Ach (AUC) qui est considéré comme unmarquer de la fonction
microvasculaire endothéliale, (iv) tangente du FSC maximale (augmentation de la tangente :
accélération de la perfusion tissulaire) et (v) durée de la vasodilatation depuis le début de

I'administration Ach jusqu’au retour a un niveau 20% au dessus du FSC de base.

Maximal CBF End of vasodialation

\/'\Peak tangant

I
s I
delay =, : !
Vasodilation duration |

3 minute period after Aché

Figure 37: INSUVASC analyse du FSC
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3.3.2.7 Résultats

Quarante-deux patients DT2 ont été inclus. Un patient a ét¢ exclu pour une déviation du
protocole, un deuxiéme patient a retiré son consentement et pour six patients nous avons été
obligés d'arréter le test car ils devaient se rendre aux toilettes.

A la fin de 1'étude, 34 patients (Aspart : n =8, Detemir : n = 13, Aspart/Detemir : n = 13)
ont eu des enregistrements de bonne qualité des mesures doppler laser a 6 périodes (HO, H1
et H2 pour V1 et V2). Seules les données pour ces 34 patients seront présentées. Au départ
les trois groupes de traitement ne présentaient pas de différence statistiquement significative

pour l'age, I'MC, le sexe ou la durée du diabete.

3.3.2.7.1 Traitement par insuline

A V2, la dose quotidienne totale d'insuline était de 0,56 + 0,29 Ul / kg de poids corporel
dans le groupe Aspart, 0,45 £+ 0,20 Ul / kg, dans le groupe Detemir et 0,75 + 0,44 Ul / kg
dans le groupe Aspart / Detemir (p = 0,071). Six épisodes hypoglycémiques moderés sont
survenus au cours de la période de 4 semaines de traitement a l'insuline, mais pas

d’hypoglymie sévere entre la V1 et la V2.

3.3.2.7.2 Parametres métaboliques

A V1, I'HbAlc chez les 34 patients était de 9,0 &+ 1,4%. Il existe une diminution de I'HbAlc
et la fructosamine apres traitement a l'insuline dans chaque groupe il y avait une diminution
de I'HbAIc et de la fructosamine. Cet effet était plus prononcé chez les patients traités par
Aspart seul ou en combinaison avec detemir (p pour l'interaction 0,0004 pour HbAlc et
0,014 pour la fructosamine). La glycémie et le peptide C ont diminué entre V1 et V2, a jeun
et une et deux heures apres le petit déjeuner (p <0,001 pour tous) sans différence entre les
groupes. Les taux de peptide C ont diminués de 2 heures apres le repas 20,7% dans le

groupe detemir, 11,9% dans le groupe Aspart et 44% dans le groupe Aspart / detemir (p
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pour l'interaction = 0,0266). Les taux de cholestérol LDL différaient entre les trois bras de
traitement, sans modification entre V1 et V2, et sans interaction. Le cholestérol HDL a
augmenté, alors que les triglycérides et les acides gras libres ont diminué entre V1 et V2
tant a jeun qu’apres les repas, avec une interaction entre le traitement et le temps des effets:
les acides gras libres ont diminué a jeun chez les patients traités par detemir et apres le petit

déjeuner chez ceux traités par Aspart.

3.3.2.7.3 FSC a jeun et post prandial avant la randomisation (V1)

Par rapport la période de jetine (HO), FSC a augmenté apres le petit déjeuner a H1 et H2 (+
36,9 % et + 45,6 %, respectivement; p <0,001 pour les deux), la diminution du FSC pendant
la respiration profonde était plus forte a H1 et H2 (p = 0,024). Apres le petit déjeuner, le
FSC apres stimulation par Ach a augmenté : le FSC maximal, le délai du pic, 'AUC et la

durée de la vasodilatation étaient plus elevés qu’a jeun (p <0,05).

3.3.2.7.4 Changements du FSC apreés 4 semaines de traitement par l'insuline (V2)

A jeun (HO), il n'y avait aucun changement significatif du FSC basal ni du pourcentage de
diminution du FSC pendant la respiration profonde apres un traitement a I'insuline, quel que
soit le groupe de traitement a l'insuline. Le FSC maximal (p = 0,039) et le FSC AUC (p =
0,019) ont augment¢ apres traitement a 1'insuline, sans qu'il n’y ait de différence entre les
bras Aspart, Detemir et Aspart / Detemir

Le FSC maximale (p = 0,039) et le FSC AUC (p = 0,019) a augmenté apres un traitement a
l'insuline, sans qu'il y ait de différence entre les bras Aspart, Detemir et Aspart / Detemir

Le flux maximal aprés Ach a également augmenté une heure apres le petit déjeuner (a H1)

apres traitement par l'insuline (p = 0,044), sans différence entre les trois bras groupes
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Deux heures apres le petit déjeuner (a H2), il n'y avait pas de modification notable des
parametres étudiés apres traitement a 1'insuline (visite 1) et apres le traitement a l'insuline

(visite 2) par rapport a V1.

3.3.2.7.5 Marquers biologiques du stress oxydatif et de la fonction endothéliale

Les marqueurs de stress oxydatif, LDL oxydés et nitrotyrosine, n'étaient pas modifiés a
jeun et en post prandial apres traitement a l'insuline. Les taux plasmatiques a jeun et post
prandila des marqueurs de 1’activation endothéliale (E- sélectine et VCAM - 1) ont diminué

apres traitement a l'insuline a jeun ., sans difference significative entre les 3 groupes.

3.3.2.7.6 Les corrélations des changements du CBF et des parameétres métaboliques

Nous avons testé la corrélation de la différence (A : Delta) entre la période de jetine et 2 h
apres le petit déjeuner pour le FSC et les parametres métaboliques. Le Aglycémique (B =
0,415, P =0,020) et les acides gras libres (3 =-0.428, p = 0,023) corrélaient de fagon
significative avec AFSC. Les ATg, ALDL et Aglucagon n’étaient pas. Apres 4 semaines de
traitement a 1'insuline (V2), I'association entre AFSC et les deltas de parametres

métaboliques n'était plus significative

3.3.2.8 Discussion

L'étude INSUVASC a montré que l'insuline Aspart, Detemir ou leur combinaison apres un
traitement de 4 semaines en ajout a la metformine chez des patients diabétiques de type 2
insuffisamment contrdlés par la metformine et une sulfonylurée, améliore la fonction
endothéliale microvasculaire a jeun. Cependant le traitement par les analogues de l'insuline
n'a eu pratiquement aucun effet supplémentaire sur le FSC basal ni a jelin ni aprés les repas,

comparativement a la metformine seule.

239



Apres un traitement a l'insuline de 4 semaines la glycémie a jelin et post-prandiale, I'HbAlc
et la fructosamine se sont notablement abaissés comme prévu. Tous ces changements
métaboliques ont été ra précédemment et ont peut-&tre joué un rdle dans I'amélioration de la
fonction endothéliale.

Le stress oxydatif est considéré comme le principal mécanisme pour la dysfonction
endotheliale vasculaire suite a une hyperglycémie Dans notre étude le traitement par
insuline comme un ajout a la metformine n'a pas diminué¢ la nitrotyrosine a jetine d'une
maniere significative.réduction du stress oxydatif est susceptible d'étre impliquée dans
I'amélioration de la fonction endothéliale. Ces données suggerent que d'autres mécanismes
sont impliqués.

Nos patients en dépit de leur mauvais contrdle glycémique et une élévation marquée de la
glycémie apres le petit déjeuner, ils ont présenté au cours de la période post-prandiale une
augmentation du FSC, une amélioration de la fonction endothéliale stimulée par 1'Ach, une
diminution des marqueurs de la dysfonction endothéliale (sé€lectine E et VCAM-1), une
augmentation de la réduction du pourcentage du FSC lors de l'activation sympathique
induite par la respiration profonde. Ainsi, la vasoréactivité a été améliorée apres le petit
déjeuner standard, probablement a la suite d'une augmentation de I'insuline endogene telle
que suggérée par 1'élévation marquée du taux de peptide C. Nos résultats suggerent que,
malgré un mauvais controle glycémique chez les patients diabétiques de longue date, la
metformine joue un role majeur dans la préservation de 'amélioration postprandiale de la
vasomotricité, a travers des mécanismes qui doivent étre spécifiquement étudié, y compris
un effet antioxydant et une amélioration de la signalisation de l'insuline.

Nous avons également observé une diminution des marqueurs d'activation endothéliale, la
Selectine E et VCAM-1, a jeline et apres un traitement a l'insuline. Cet effet bénéfique du
traitement a 1'insuline sur les biomarqueurs endothéliales a été déja publié¢ par notre groupe
et a également été décrit pour les analogues de l'insuline a action prolongée. La réponse
similaire dans les trois groupes de traitement suggere que cet effet n’est pas 1i¢ a I'action
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rapide de l'insuline, mais a I'hormone se dotant de cette maniére une diminution
supplémentaire de l'activation endothéliale lorsqu'il est combiné a la metformine. Cet effet
peut également étre lié a la diminution des taux de glucose et d'autres métabolites comme
les triglycérides ou les acides gras libres et a la diminution du stress oxydatif.

Les points forts de notre étude sont que 1) le traitement a l'insuline a été affecté de maniere
randomisée en éliminant de cette manicre le biais dans l'affectation du traitement, 2) l'effet
supplémentaire de ce traitement pourrait étre évalué avec un repas ou seule avec la
metformine comme un contrdle et 3) la présence de trois groupes de traitement a fourni
l'occasion d'étudier 1'effet a la fois les analogues de longue durée d'action et des analogues
d'action rapide. L'étude avait quelques points faibles: bien que les parametres métaboliques
ont ¢été¢ améliorés, le temps relativement court de 1'étude ne nous permette pas d'atteindre un
contrdle glycémique parfait, la conception de 1'étude était ouverte marqué pour rendre
possible I'ajustement de la dose d'insuline ; enfin les effets non endothélial dépendants n'est
pas testé en utilisant le nitroprussiate de sodium.

En conclusion, chez les patients atteints d’un diabete de type 2 ancien et d'un mauvais
controle glycémique, mais ayant une faible prévalence des complications
microangiopathiques, la vasoréactivité en réponse a I’Ach a été améliorée et les marqueurs
de dysfonction endothéliale ont diminué apres 4-5 semaines d’équilibre glycémique par
d’insulinothérapie.

L’effet endothélial favorable observé aprés une injection unique d’insuline se trouve ici
confirmé apres un traitement de plusieurs semaines. L’amélioration métabolique peut jouer
un role déterminant mais 1’effet propre de I’insuline mériterait d’étre examiné dans une

autre étude a plus grande échelle.
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Abstrace

Backeround

Chur aum was to examine the effects of three randomly assigned msulin analog remmens (Detemar,
Aspart, and thewr combination) on cutanecus blood flow (CBF) as an add-on to metformun o secondary
failure to oral antidiabetic agents.

Methods

Fourty two type 2 diabetic patients with no listory of cardiovascular disease insecondary failure to oral
antidiabetic agents had CBF measurements at rest and after acetvlcholine (A ch) ientophoretic
admimstration Tests were performed at fasting and after a standardized breakfast dunng the post-
prandiz] period. Before randonnzation (Visit 1. V1) dunmg the tests. participants tock only metfommin.
The same tests were repeated after 4 weeks of maulin reatment (Viat 2. V23

Results

Thirty four patients had good quality recordings for both visits. Dunng V1, CBF increased af rest and
affer Ack m the post-prandsal peniod. After 4 weeks of imsulin treatment, metabolic parameters
improved. Compared to V1, CBF at fastmg did not imcrease at V2 but there was an improvement m
erdothelial furctaon at fasting after Ach iontophoresis. without differences among insulin re gimens.
Insulin analog weatment had no effect on basal CBF pest-prandially. Oxidative stress markers were not
modified and E-selectin and vascular cell adhesion molecule 1 levels decreased after mnsulin treatment,
without differences amsong insulin groups.

Conchasions

The addition of msuln treatment for a shont peried mn patients with type 2 diabetes improved systemic
endothelial function and micrecirculatory endathelial reactivity at fasting. Insulin treatment and
glyeemic control provided little amprovement in microvascular fumction duning the post-prandial period

with sumilar results amsong msulin regimens.
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Introduction

Cutaneous blood flow (CBF) 15 an accessible model for the stady of microvascular disease. CBF 1=
measured i & non-invasive way and represents an index of the microcirculatory fimetion not only of the
skin but also other vascular beds [1]. CEF has been used to assess penpheral vascular [2] and
atherosclerotic coromary artery disease [3]

Insulin induces capillary recrintment m hwman skin m healfhy nomaeglyveemie subjects, a process that
increases both vasodilatation in skin microcirculation and local endothelial activity [4]. The induced
post-prandial vasomotion then provides necessary substrates fior all tissue layers [5]. However, post-
prandial CBF chianges may vary depending on the approach used duning each smdy. For example,
mucrovascdar perfusion mereased dunng steady-state hypennsulinemia eheited by an msubin clamp. but
perfusion did not change after a nuxed meal in healthy individuals or in obese patients [6]. It has been
suggested that bypermsulinemia resulting from msulln resistance may reduce mucrovascular function
even before the appearance of diabetes [7. 8] In obese patents, post-prandial microvascular fanction 13
imparred due to a defect in insulan-stmulated microvascular vasomotion [9] Obesity seems to alter
mictocirculation independently from hypertension and type 2 diabefes a5 well as in the absence of
endothehial dysfunction. thus underlimng the precocious nature of these mucrocireulstory changes [10.
111

Metfornun and insulin combination 13 known to improve glycemic control m type 2 diabetes [12-14] and
can be nused early in the course of the disease [15]. In patients with metabolic syndrome. metformin
treatment mmproved muritvve skin microcireulatory reactivity [16]. In addition. in patients with type 2
diabetes treated with regular insulin, metformin as compared to a placebo improved plasma markers of
endothelial funchon independently from changes m glyvcenuc contrel [1 7] Furthermore, the plesotropic
vascular effects of metformmn are known to be independent from 1ts antihyperglycemic effects [18. 18]
Fast-acting msulin analogs have a more rapid onset than regular insulin and can better reduce
postprandial glycemic excursions. These new foermulations are more efficacious for the reatment of

acute hypergiveemia, inhibit the production of free radicals and counteract oxidative stress [20-22].
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These molecules. compared to regular msulm. can also restore post-prandial mucrovascular blood flow
in patients with type 1 disbetes [23]. However. the short term effects on CBF after the initiation of
insulin anal og treatment 23 an add-on to metformin m the post-prandial peried is not known in rype 2
diabetic patients_ although widely used

The amn of this study was to exanune the changes in CBT ard mucrecirculatory endothelial fincuon m
poorly conmmolled rvpe 2 diabetic patients at fasting and after a standardized break:fast, with three
different insulm regumens. We hypothesized that insulin reatment with long-actmz, fast-actmg or basal
bolus insulin a5 an add-on to metformun would provide addittonal improvement of CBF either at fasting,

after a meal. or both.

Research desizn and methods

Patients

The INSUlLn e gumens and VASCular Functions (INSUVASC) study was a pilot. randomized. open
label three-arm study that was conducted at Jean Veerdier University Hospital (Bondy. France). The
study was approved both by the local ethics committes {Comuté de Protection des Personnes). by the
French National Agency for Drug Security (A gence Nationale de Sécurité du Médicament) and was
remstered as a climeal tral (NCT01022658).

The inchasion cratena were the following: patients with healthcare msurance and type 2 diabetes for at
least 1 year. age between 30 years and 72 years. BMI ranging from 20 to 37 kgim®, HbAle from 7.1 10
12% (33-108 mmal mmel ) under the maximal tolerated dose of sulfonyviureas and metfornun use durng
the last 2 months. If hypertension {defined as blood pressure 13090 mmHg or current anti-
hypertensive treatment) or dyslipidemia (defined as senam total cholesterol 6.5 mmol1, or triglycerides
2.3 mmol/l, or current lipid-loweringz reatment) was present, the participant should have had mo
changes in their treamment during the last 3 months. Exclusion critena were the following: pregnancy or
absence of contraception m women of childbeanng age, anenma (hemo globin level =10 gidl),
proliferative or severe non-proliferative retinopathy requuring laser reatment. uncontrolled Ivperension

{systolic and/'or diastolic blood pressure =1607100 mmHg), inability to check capillary blood glucose
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and to adjust msulin treatment, moderate to severe renal failure (glomendar filoration rate -~ 40
ml‘minl.73 m®, calculated with the MDBRD equation). hepatic fatlure (prothrombim tume < 70%:), chronic
respiratory disease. cardiac arthythomia. and lower limb arterial disease {intermuttent clandication.
absence of lower hmb peripheral pulses or ankle brachial pressure mdex <0.9). Patients should not have
been reated with corticosteroids, thiszelidinediones, alpha glucosidase. di-peptidyl-peptidase 4
inkibators or ghicagon like peptide 1 analog treamment during the last 2 months and no msulin allergy.
Diuabetic retinopathy was defined according to the Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study
severity scale. Wephropathy was defined as a 24-h unnary albumin excretion rate =30 mg/day in at least
two assessments. The diagnosis of peripheral nenropathy was based on the presence of any two or mere
of the following: neuropathic symptoms, decreased distal sensation or decreased or absent ankle
reflexes. Smoking was defined as prezent if patient confinued to smoke or had stopped for less than 3

years ago.

Study design

Participants had during the 2-month pre-mclusion period reinforced adherence to treatment and dietary
advice and were weated with the maxinal tolerated dose of sulfonyhureas and metfornun. All subjects
were on metformin (2z/dav) and the maximal dose of sulfonylurea was for gliclazide 120mg/day and for
glimepinde émg 'day. Patents provided wntten mformed consent and had a fivst visit (V1) Sulfoaryharea
treatment was miven 24 hours before V1 and was stopped afterwards for the duration: of the study:
Patients took only metformin dunng V1 (Figure 1).

After V1, patients were randomized to a 4-to-5-week treatment with one of three different insulin
regimens (Aspart. Detenur, or Aspart combined with Detenur). Aspart was to be injected 15 mn before
each meal and Detenur once per day at 22:00 b Participants were contacted for follow-up by telephane.
and insuln weatment was adjusted to twice a week by two physicians (MF and KT) according to 6 daily
glycemic measurements with the use of a prespecified protocol (Additonal Table 1). There were no
moedifications for metformun antihypertensive or lipid lowenmg reament dunng the study. After 4-3

weeks, participants had their second visit (V2), which followed the same study protocel as V1.
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AtV1, all participants amved at 07-30 1n the morning after an overnight fast and were nsiicted to
abstamn from smoking, drinking alcobol-contaimng drinks, mgestion of coffee or tea during the mommng
prior to the study and to voud their bladder Measurements were conducted at an ambient temperature of
2240 24%C. 30 nun after the inserfion of a catheter for drawmg blood in the nght arm. m a room where
neise and light wers kept to a nuninnun Patients remained in the supine positton throughout the test
Fasting capillary glyveemia was measured and laser Doppler measurements (Periflux System S000E:.
Penimed Stockholm Sweden) were performed only if the glicose value was between 60 and 250 ma/dl
at fasting (HO). Blood samples were collected at fasting.

Next, the patients ate a standardized breakfast consisting of 60 g bread. 30 2 jam 200 m] orange juce,
and 100 ml coffee or tea (providing a total of 75 g of carbehydrates) . After having their break fast,
participants took fleir usual metformin treatment. Laser Doppler measurements were repeated 1 and 2 h
{H1 and H2) after break fast. Blood samples were collected just after CBF measurements (H1 and H2)
Dunng the second visit (V1) we used the same protocel. with metfornun and Aspart injection 15 mun

before breakfast.

Laser Doppler measurements

The laser Doppler device had a 32 Hz sampling frequency, 780 nm wavelength, from 10 Hz to 19 kHz
bandwidrh, and a 0.1 s time constant. The laser Doppler signal processing was performed with Perisoft
software (version 2.3 5). Laser Doppler measurements were recorded from the median aspect of the
lowrer forearm i the supine position Blood flow was measured in arbirary umnits (perfiuzion nnits) For
calibration, the laser probe was held in 3 probe holder agamst a umform white surface.

CBF was measured during each test period ¢HO, H1, and H2) as follows: 6 min at rest with spontanecus
breathing. them 1 muin recording with paced deep breathing at a frequency of & breaths'mun. After 1 mun
at rest. cotaneous admunistration of acefvichiolime (Ach) was performeed by 0.2 mAmp iomtophoretic

pulses lasting 23 5. CBF was measured at least § min after Ach adnumistration. Ach (Miochole®,
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Novartis) was applied via a gel sponge seaked with 0.2 ml of 2% Ach in the self-contamned chamber of

the laser Doppler probe.

Amalvses of chamges in CBF

CBF decreases when inhaling due to sympathetic nervous system activation. The percent of decrease
from the zenith o the nadit of the signal wavelet was calculated. and the mean decrease during the three
last breaths was used as an index of microvascular sympathetic activity [24]. The measurements
calculaned after Ach administration were the following: i/ maximal CBF after Ach administration
(maximal CBF). (i) CBF ares vmder the curve (ATUC) 3 mun from the bemmmng of Ach admmistmation.
which 1z considered an integrator of microvascular endothelial fimction [25], s delay from the
begmning of Ach adnumistration to the maximal CBF {peak delay). /iv# peak tangent from basal to
maximal CBF (fangent increase represents the acceleration in tisswe perfusion), and v/ vasedilation
duration. corresponding to the beginning of Ach admimstration to the retums to 20% increase from basal

CEF {Addional Figare 1)

Biochemiztry

Glucose level was measured in the venous plasma by colonmetry with the ghicose oxidase method
(Kone Optima. Thermolab Systeny Framce). HbAle measurement was based om the turbidimetric
inlutiion momunoassay punciple (Dumension® techwology, Siemsen: Healthcare Diagnosis Inc.,
Newark NJ USA) The HbAle level was standardized according to the Dishetes Comtrsl and
Comphications Tnal {(DCCT). Fructosamnme was. measured by the nitroblue tetrazolium colonmetne
procedure (COBAS: Foche Diagnestics GmBH. Penzberg. Germany).
Total cholesterol. high density lipoprotein (HDL) cholesterol, and triglycerides were measured with
enzymatic colonmetry (Hitacks 912, Roche Diagnostic. Franee) Low denmty lipoprotein (LDL)
cholesterol was calowdated using the Friedwald formula; no patients had tmglycende coucentrations
5
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greater than 400 mg'dl The wnmary albonun excretion rate was measured with laser
mmunonephelemetry (BN100: Dade-Belnng), and free fatty acids were measured wath enzvmanc
colorimetry (Wako Chemucals, GmBH).

Serum samples were cenmifuged at —4°C and stored at —B0°C. These samples were used for an enzyme-
linked mumunoscrbent assay to measure nitrotyrosine (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA). oxidated
LDL (Usen. Wuhan, China). E-selectin (R&D Systems. Angdon. UK). and vascular cell adhesion

molecule-1 (VCAM-1; R&D Systems, Abingdon, TUK) according 1o the manufacturer’s mstrctions.

Sample size and seatistical analyses

INSUVASC was a pilot study, and the number of patients necessary was calculated. The anticipated
effect size {A/5) for our study was estimated at 1.1, the power level was 80% and the probabelity level
was set at 0.03 for the 3 groups. The estimated nunimum sample size for a two-tailed hypothesis was
calculated at 14 persons per group.

According to the protocol. stahstical analyses were performed with SAS version 9.2, Vanables were
expressed as mean = 530 or as percentages. We used a normalizing transformation for variables that
were not normally dismbuted. When the vanances were not homogeneous even after ttansformation, we
performed non-parametric tests with one-way analysis of variance (ANOWVA) by ranks using the
Eruskall-Wallis test. Quantitative vanables were analvzed by repeated measures ANOVA The clu-
square tast was used for comparizons of categorical variables. Eepeated measures ANOVA was
conducted between V1 and V2 to describe the time effect (1.2 . the insulin treatment effect). ANOVA
was designed for a 2 factor (V1 and V2) and 3 level {HD, H1. and H) analysis. A two-way interaction
{freatment group by tune) was tested for the msulin treatment group effect (Aspart, Detenur or their
combination). The 3 reatiment groups were compared with pesi-froc analyzes for each level with
BEonferrom correction 1n order to further understand the level of mteracton. Missmg values were

randomly distributed and did not affect the data m & systematic way.

250



O e e
o T T R T T T

R W e R
LERTE

Results

Patients’ characteristics (Table 1)

A total of 42 panents wers included. One panent was excluded for a deviagon from the srdy protoced. 2
second patient withdrew lus consent and for 6 patients. we were obliged to stop the test

At the end of the study. 34 patents (Aspart n=8: Determir. m= 13; Aspart combied with Detemnir. m =
13) had good quality recordings of laser Doppler measurements at all 6 periods (H0. K1, and H2 for Vi
amd V2 Ounly the data for these 34 patients 1 presented At baselime. the three meatment groups did not

present any stafistcally sigmificant differences in age. BMI gender or diaberes duration.

Effect of insulin treatment on metabolic parameters (Table 2)

At V1, the mean HbA 1c for all pahents was 75 2 16 mmelmmol (9.0 + 1.4 %) whick decreased to 67 =
14 mmelmmol at V2 (83 =13%, P - 0.001). There was also a decrease in fructosamine (Table 2) after
insulin treatment. and the effect was more promounced i patents treated by Aspart alone or in
combination with Detemir {F for misracton = 0.0004 for HbAlc and P =0014 for fmctosamins}.
Plasma glucese alse decreased between V1 and V2. at fastmg and 1 and 2 b after break fast (P = 0.001
for all), as expected with no difference in effect among the treatment groups. There was a significant
20.7% mean decrease i C peptide levels 2 h post-prandially in the Detenur group, 11.9% m the Aspart
group and 44% in the AspartDetemir group (P for intersction = 0.02667). Post-prandial levels of HDL
chelesterol (H1 and HI) increased and tiglycendes (HO. H1. and HI) decreased between V1 and V2
without a sigmificant reatsent effact Total LDL cholesterol and microaibunmnura were not modified
by any of the freatments.

Free fatty acids decreased at fasting in patients treated by Detennr or Aspart and Detemsiir (P for
interaction = 0.0127) as well as during the post-pramdial period in patients reated by Aspart or Aspart

amd Detenur (P for mteractton = 0.0119).
10
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Biochemical markers of oxidatve stress and en doth elial function

After msulin freatment. oxidative stress mark er {mafrotyrosine and oxidated LDL) levels did not change
at fasting or dunmng the post-prandial perod. Insulin treatment significantly reduced the levels of
endothelial markers of dysfimction mcluding VCAM-1 at fasting (P =0.0467) and post-prandially (P=
0.0393) and E-selectin at fasting (P = 0.0367) and post-prandially (P = 0.050), with no difference

between the insulin treatment groups (A dditional file table 2).

CBF in all patients before randomization

During V1, patients took only metformin Compared to fasting (H0). CBF increased at H1 and H2 after
breakfast (+36.9% and +43 6%, respectively, P = 0.001 for both). and the CBF decrease during deep
inhaling was larger at Hl and H2 (F = 0.024). After breakfast. following Ach stmulation. the masxumal
CBF, peak delay. AUC. and vasodilation duraton were Ingher than at fasnng (Table 33

CEF in all patients before and after insulin rreatmemnt

There were no differences between V1 and V2 regarding CBF af rest and dunng deep breathing. At
fasting after Ach womtopboresis, the wsulin treatment effect was sugmficant for the ATUC merease and for
the maximal value of CBF (V1 v V2 at HO, P=0.030 and P =0.019, respectively), indicating
improved endothelial reactivity at fasting (Figure 2). During postprandial peried. only maximal CBF

imcreased 1 howr affer break fast. All other parameters were similar

Effect of insulin treatment on CBF after 4 weeks during fasing and the post-prandial period

Figure 3 shows the effect of each treamment growp on CBF dunng the fasting period (H{} and the post-
prandial penod 1 and 2 b after a standardized breakfast. The results were similar among all insulin
treatment groups for CBF at rest and after Ach shomistion (Additional Tables 3.4 and 35

11
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Correlations berween changes in CBF and merabolic parameters

We tested the mdividual changes (A) at V1 from the fastng peniod to the 2 h post-prandial peniod for
CBF and examined their comelation with changes m metabolic parameters. The Aglveemia (f=0415, P
= (.020) and the A free fatty acids (FFA$) (p =—0.428, P=0.023) were statistically significant. ATG.
AIDL and Aglucagon did not correlate with ACBF. After 4 weeks of msulin treatment (V2), the

association between ACBF and changes in metsbolic parameters was not sigmaficant.

Dhscussion

The INSUVASC stady demonstrated that in type 2 diabetic patients madequately controlled with
metformin and sulfonylurea. the msulin analegs Aspart. Detemir or their combination as add-ons to
metfornun after 3 4-week treatment improved microvascular endothelial reactivity at fasting, without
differences among msulin regimens. In addinon, msulin analeg treatments had no effect on basal CBF
either at fasting or post-prandially,

After msulin weatment, there was an mprovement of fasting and post-prandial glycenua, HbAle and
fructosamine as expected The treatment effect was more pronounced for HbAlc and fructosamine in
the rapid mnsulin analog group (Aspart alone or combined with Detemir). Although. a time effect on
glycemic contral is expected usually in s period supenor than 4 to 5 weeks of ireatment our results have
confirmed. in a sherter cbservation period. previous smdies that achieved lower HbAle with rapid
acting msulin analegs. There was a decrease in triglyeerides with HDL improvensent at fisting and
durmg the post-prandial peniod. C peptide decreased at fashng and 2 b post-prandially, and the effect of
Aspart and Detemir combined was more efficacions. FFAs decreased at fasting in patients trested by
Detenur and post-prandially m those treated by Aspart. All these metabolic changes have been
previeusly reported [26. 27] and may have played a rele in the iwprovement of endothelial fumction

(28]
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Oxidative stress is considered to be the major mechanism for the impaiment of vascular fimetion
subsequent to hyperglycemia [29]. It bas been shown that the admunistration of antioxidants can
attenuate this phenomenon in healthy subjects [30. 31] and in diabetic patients [32, 33). although some
studies have maplied that antioxidant supplementation may even be hamfil [34]. In the present snady
there was no sagnificant decrease m wiretyrosine of oxidated LDL levels.
Indeed, metformin. ar the molecular level. is not a very efficient scavenger for Teactive oxvEen tpecies
[33]. but can increase annoxidant enzyime activites, as shown in animal models [36]. and can decrease
markers of lipid peroxidation [37] The effect of metformin on markers of oxidative stress and
antioaxidant reserve has been shown in metformum treated patients with newly diagnosed diabetes [38]
The absence of firther decrease m the levels of oxidative stress markers after msulin reatmen:
suggested that insulin analegs did not ouprove the antioxidant effect of metformm..
Additional reduction of oxidative strees could be due to the rapidity of inswlin analog action [35] and the
presence of antioxidants m the oramge puce that was part of the standardized breakfast [40, 41].
Our patients were tested while taking cnly metfornun dunng the first vasit. and despite poor giycenuc
cantrol at fastimg and a marked elevation of glycemic levels after breakfast. they exhibited an increase in
CBF. an improvement of Ach-stimulated endothelial fimction and a reduction of CBF during
sympathetc acuvamon mduced by deep breathing duning the posi-prandial pened. The mcrease w
microvascular vasomotion after meal ingestion has besn reported o be ablated in obese mdividuals. due
to vanous factors meluding FFA: adipokmes. or remn angsotensm swatem hyperactivity [42]. In our
study, vasoreactivity improved after the standard breakfast, probably as a result of an increase in
endo gencus msuln. as depacted by the mark ed elevaton of C peptide levels. a molecule that also has a
biological action in microcirculation [43]. Thus, despite poor ghycemic control in patients with long-
standing diabetes, metformn might play an addiional role m the preservation of the post-prandial
vasomotion. Further stcies specifically designed for the microvascular achon of metformun are needed
to elacidate its role.
After insulin treatment. basal CBF was not modified eather at fasting or post-prandially. and CBF
response to svimpathenc activation remaiped mchanged. Insulin-induced changes in skin

13
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microcirculatory flow have been shown to be independent from hvpeelveemic achon m tvpe 1 diabstes
[M]. Our findings suggest the prezence of the same effect in type 2 duaberes. since after 4 weeks of
insullin reatment. the association between ACEF and the change in metabolic paranieters was no longer
statistically significant, Our data suggests that local regulation during the post prandial penod dees not
depend om the subctrate, because insulin reamment and subsequent giucose decreace did not modify
either the magnitude or the patiern of post-prandial CBF micrease.
The kinetics of insulin analegs seem to be responsible for the regulation of post-prandial microvascular
sk blood tlow. as shown wrth uiirs-rapid-actmg msuhn winch provided an increase i skim
wperuvaswulas ood Ouw cowpaabie v Bt vbserved wopos-disbelsc contls [22]. Bowever, most
studies have examuned the mumedists effect of the first injection of rapid analogs on CBE, and to owr
knowledze, there has been no prospechve study on itz effects after a short-term meatment with a
standardized meal n patients with type 2 diabetes [21. 12]. Smmlar effzcts have been observed in other
tissues like the myocardium, where perfision defects improved post-prandially in patients treated with
rapid action analogs but not in the swoup weated with regular insulin [43]
At fasang, msulin treatment mereased the Ach-stimulated response and the mazmial blood flow, which
indicates an improved endathelisl response. while this effact was practically not seen in the postprandial
penod. After insulin meatment. the lack of improvement m endothelial fanction during the post-prandial
penod might be due to protection by metformun, a phenomencon that was detected before insulin
treatment. Ach mediates vasodilation via the endothelial-dependent production of mitne oxde and/or
prustawnks, willi @ possible accessory Lole played by e endolleelial-denvel bypepolusasg Do
[16] The presence of microvascular dvsfmetion 1= also known to be non endotheliums dependent and
cam he atfributed ta stmctimal changes imdneed by dishetes [17] We camnot axclude the presence of 2
non-endothelial process like struchural defects. The presence of structural microvascular lesions can
modify the amplitade of the Ach response and induce a sigmificant bias. These defects can be detected
by sodium niroprusside. & nitric oxide donot. but sodivm niroprusside stimulaton wis not par of our
protocel. The study participants did not have a history of macrovascular discase, and there were no
diffarances amonz the thrae freatment sreaps for the prevalence of ratinepathy nephropathy or

14
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neuropathy after randomization. We consider that the balanced distmbution of clmeal microvascular
disease among the three groups and the simular diabetes duration attermated this potential source of buas.
We also observed a decrease of endothelial activation markers, E selectin, and VCAM-1. at fasting and
post-prandially after msulin treatment. This bepeficial effect of insulin reatment on endothehal
biomarkers was previeusly published by our group [48] and has been also descnbed for long-acting
insulin analogs [49]. The similar response in the three reamment sroups suggests that this effect 15 not
related to the rapid action of msuln but to the honmone itself. providme an additonal decrease in
endothelial activation when combined with metformin

However. this smdy did have some weaknesses. Although metabolic parameters were mmproved. the
relatively short time of the study did not allow uws to achieve maximal ghycemic control. The study
design was open labeled to make pessible msulin dose adjusmments, whale the changes i non-
endothelial processes were not tested using sodivm nitroprusside. Another weak point was the absence
of a control group without msulin treatment since our prmary objecave was to evaluate the achon of the
3 msulin regimens. CBF recordings were less than expected leading to a loss of statisfical power.

One strength of our study was that the presence of run in peniod of 2 months m order to confirm the
failure to treatment with oral antidiabetic agents. Insulin treatment was ailocated in a randomized
manner. ehmmating any bias in treatment assignment. The additional effect of this treatment could be
assessed with a meal where only metformin was given as a control. In addihon the presence of three
treatment groups provided the epporrumty to study the effect of both long- and rapid-actng analogs.

In conchusion, before randomization, in patients with long-standing type 2 diabetes. poor ghycemic
control. and low prevalence of microangiopathic complications. we observed that basal CBF mcreased.
vasereactivity mproved. and markers of endothelial dysfimetion decreased after a standardized
breakfast while patients took only metformin, Our findings could suggest a protective role for metformin
against oxidative stress and meal-induced vascular changes. but our study was ot designed to test this
bypothesis. Insulin analog freatment as an add-on to metformin did not significantly increase basal CBE,
but improved endethelial fimction at fasting without significant post-prandial effects of insulin

treatmaent, possibly due fo back ground protection by metformun: The improvement of endothelial

256



O - s b

O T -]

o -1 g

O O TR O IO T
T T = E

@
i

markers ecowrred after insulin eatment. both at fasting and post-prandially. Endothelial function,
desprte better metabelic control, was partially mproved. with ne differences according to the insulm

regiken.

Trial registration: The INSUlin Resimens and VASCular Functions (INSUVASC) study was

regstered as a clinic al mal (NCTO1022658).
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Tahle 1: Patient charactenistics at the mecluson
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Table 3: Fasting and post-prandial cutaneous blood flow before randomization
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Figure 1: INUVASC study protocol

Figure 2: A) CEF at rest; B) decrease m CBF during deep bregthing, C) maximal CBF after
acetyicholine stmulation (V1 vs V2, at fasting (HO), P=0.059); D} area under the curve after
gcetyicholine summalation (V1 vs V2, ar fasting (B0). F=0.019Y; E) peak delay after acetylcholing
stimmilation and peak tangent after acetylcholine stimulation: and &) vasodilation duration after
acetylcholine stimulation at wisit 1 befiore (W1, black circles, o) and after (V2 black squares, m) msulin
treatment. Data are expressed as mean = SE. AUIC. area under the curve; CBF. cutansous blood fow:
PU. perfusion wmts

Figure 3: Cutaneons blood flow for ench reatment proup (Detemir, Aspart. and Detemir with Aspart}.
before (visat 1, V1 black circles. o) and 4 weeks after msulin treatment (at visit 2, V1, black squares, m)
at fasting (H0). and post-prandially (H1 and H2).

A} CEF atrest; B) % decrease m CBF dwing deep breathing; C) maximal CBF after acetylcholine
stimnlation: [} area under the curve after acetvlcholne stmulation: E) peak delay after acetylcholine
stimilatson: F) peak tangent after acetylcholine snmmlation. and G) vasedilaton duration: after
acetyicholine stimulation.

Figure 1

Figure
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Table 1

Taotal Dretemir Aspart Detemir
in=34} in=13} in=8] and
Aspart
(m=13l
Age(vears) 329=08 M2=103 35£99 Jl2=106
Body mass index| 204247 748 W04+%53 XBEx45
(kg'm*)
renaer, 1319 o4 (69°31) | 26 (25775) | 49031469
Male Female (%4) (44/56)
DHabetes  duration 0311513 121456 83+£36 82159
[yvears)
Retmopathy (%) F(38%) 177 2(50%) 0 (0.0%)
Nephropathy (%) 6 (17.6%) 3 23.1%) {12 35%) 2 {154%)
Neuropathy (%) 4(11.8%) 2¢154%) X (25.0%) Q0.0
Hypertenzion (%) 15 (44.1%) T53.8%) 3 (37.5%) 5(18.5%)
Drvzlipidemia (%) 13 (38 %) 6 (46 2%) 3 (37.3%) 4 (30.8%)
Smokers (%) FU8.2%) 1(7.7% 1(125%) 1{7.7%)
Treatment
Metformin (%) 34 13 & (100.0%) 13
(100.0%) (100.0%) (100.0%)
Sulfonviurea (%) 34 13 8 (100.0%) 13
(100.0%) (100.0%) (100 0%}
Statins (%) 12(33.3%) 6 (46.7%) 2{25.0°%) 4 (30.8%)
Fibrates (%) 1{5.9%) 0 (0.0%) 1412 5%) 1(7.7%)
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Platelet B{23.3%) 4 (30.8%) 1(12.3%) 3(23.1%)
antiaggregants (%4

ACE-inhibitors (%) 6(17.6%) 2{15.4%) 2{230%) 2(13.4%)
ARBs (%) 71(20.6%) 4 (30.8%) 0 (0.0%) 3(23.1%)
Beta-blockers {%4) 5{14.7%) 3(23.1%) 0 (0.0%) 2{154%)
Caleimmn-channel (14 ) 2{15.4%) 1(12.5%) 1{134%)
blockers

(%)

Orther anty 3(8%) L(B%) 1{12%) 108%)
by pertensive

drug (%)=

ACE-inhibizor: Angiotensin Coaver sion Enzymee-inhi bitor, AFE: Anmiotensin II Facepior blockar, 5 mandard
Devianon: 2D * Spromolacione, Invdrochlorotuiszide. Diarg are pressnted as mean = ST or a5 percentages

Table 1- Panents™ charactenstics at mclusion
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Delemir Apart Dalemir & A:part Time Imtersensm
(m=13} ] im=l3) effect
Vsl Ve 2 Vrat Vit 2 Vimit 1 Visit 2 p [

Hbalc (%) B5+1s [ EES R FETE Eixl4 CEEE ] Ei=10 021 G004

Hbak1¢ (mumel mmal) Bi=l- fa=i2 =00 i7als Te=l3 Tl 0001 00004

BCE=103 [ 27322841 MEL=4] 0001 00141

Fructosamine 3501 = Mr=7
(AL 182 53
Fasing PG =24 Tr&iT H3s4] 94=15 11i=37 £i=13 00005 0377
(md L)
T-hour PF PG (mAIL) [B0=-8 | 118=38| Il=34 [T8=12 [75=15 [34=35 To0M e

1-bour PP PG (mAIL) 6 i=.1 HH5=14 B7=34 115=1] IE5=15 ELi=l} oodl 0.1303

Fasamg © pephide R 450 =208 Bl=48 R lf] T 4] f3ds J1s ooa1 D525
(pMTL]
T-hour € pepide Hot=<f7 | 8330 5 ES 0 1075 738 113E =835 Wiz e 00032 81313
(P
Lhour C pepride Bit= e Tial= 115728 | 11B=810 | 1219=%968 §75= 368 L0038 00706
':PM"IJ F4i
Fasdng TC (mM/L) 591l 15=09 +5=01 15=0] 4i=10 45=0Q7 011se 0.5463

T-hour TC (mM L) 3711 EREY T 11=F1 11=01 1T=08 14=07 A0ed B350

Lhour TC (mML) ENES B EEET Y $I=03 41=0% 2i=08 43=03 01047 84557

Tasing HDL (mM 1) 12=04 13=04 3=03 15=04 1i=03 13=04 a01a7 04T

F-heuwr HDL ‘mML) 1103 =03 3=04 [4=04 [FEE [3=04 00029 04726

I-beur HDL /mM1) 13=03 Li=03 13=03 14=04 Lizhd 14=04 00053 03552

Fasing LDL (mAL1) 18=14 1.3=D0 13=8] To=(.7 Ii=i8 17=08 07428 8312

Fhvur LEL imMUL) I18=14 15=073 S3=l 25=06 Z6=138 I5=08 02655 T2l

in

J-hour LDL (mML) 18=03 Pi=0f 15=0%8 4=07 16=08 16=07 2031 04296

Fasting TG (mML) L7=08 1i=08 13=03 10=04 LT=07 1L1=046 {01 0.71035

1-hour TG (mM.L) T8=07 | 12=03| 14=07 | 08=03 [§=07 T1=08 0001 T aue

T honr 1C. (mALL) [3=08 | 13=07| 13=06 | 10=04 | 1#=07 | TL1=0% 0001 00813

Fasting FFA (uMT) Wixll4 3070= 180 b5 L #e=112 i50=138 ige=142 10353 0.7

I1-bour FFA (1ML TI=00 | We=D4| W=l | =10 | Wi=n | I6=00 | o0 a0

2-hour TTA (uML) WT=ll0 | 15=03| Gtelll | BE=168| DBo=101 | 015=@0 | 0000 e

UAER {mg 14H) Wl | 00=35| 15610 | 14=03| Di=83| #i=i3| oun TFOE

PP: Pozt Prania], B Plasmn Glacose, Cp: C pepnida. FFA° Free fomy acids, LDL. Low Dengty Lipopretam cholesserol, HDZ High Densiry Lipeprocein Cholesteral, TG
Triglveerides. TC. Total cholesteral, UAER. Unnary Albunun Excrenon Bate

Table 2:

Metabalic parameters during the first visit 1 (V1) and during the second wisit (V2), after a d-week insulim treament
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I-bour post- 2-hoar post- Time

Fastdng (=341 prandial {n=34) prandial {m=34) effect
Bazal flow p-value
CEF (FL) 10379 41=04 158+ 115 = Y
CEF vanston TR8 =668 PIE=4630 97T.8=T0.7 00238
bregtiing (%]
Acervlcholine
stimulanon
Maximal CEF (PLT) Ip5=3012 473=423 581560 = a1
Peak delay (sec) 112.0=384 1373 =478 1330+ 527 00443
ALC (PTsec) 6218+ 11321 13752 = 20535 10817 = 11558 - 0D}
Peak rangzent G3i=04 Ga=04 b3=05 R
P 'sex)
Vasodilzdon InTa=081 W T=22248 I e=003 00D
duradon (g

Time effect: repeated measures ANOVA From HO o H2
Patens: ook oaly metfonmin bafiore breakfas: Dara are means="500
ANTC area under the murve; CBF . outaneons blood fow: PLU perfusion wasts

Table 3 Fasting and postprandial cutaneous blood flow before randomization

SUPPLEMENTAL MATERIAL

:_._am -4 units or -10%

+2 or +5%

>180 gL +6 or +15% 2 Days

Sup Table 1: Insulin adjustement protocol
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Insulin treatment

At V2, total daily dose of insulin was 0.56+0.29 [U/kg of body weight in the Aspart group,

0.45+0.20 IU/kg in the Detemir group and 0.75+0.44 1U/kg in the Aspart / Detemir group

(p=0.071). Six non severe hypoglycemic events occurred during the 4 week period of

insulin treatment, without hypoglycemic events during V1 and V2.

Maximal CBF

!

%

Peak delay

—— "
Vasodilation duration

D e e e

3 minute period after Ach%

Sup Figure 1: Post Ach CBF curve analysis

Sup Table 2: Biomarkers for oxidative stress and endothelial function at fasting.

End of vasodialation

Peak tange'nt

imimimimimimm s

Detemir group Aspart group Detemir &Aspart Time
(n=13) (n=8) (n=13) effect Interaction

Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 p P
Nitrotyrosine (nmol/L) | 33.6+30.2 33.0+31.3 32.9+18.6 32.9+19.3 27.9+30.8 33.5+-31.8 0.8423 0.9999
2-hour nitrotyrosine 358+£252 | 305+185 | 22.7+145 | 35.0+21.6 | 34.6+189 | 33.6+19.0
(nmol/L) 0.3752 0.2087
Oxidated LDL (mU/I) 767175 + 690700 + 839235 + 764480 + 885009 + 856430 +

162848 105711 223868 261011 146897 153365 0.1286 0.8305
2-hour oxidated LDL 714857 + 719507+ 738947+ 749583 + 913699 + 839035 +
(mU/ 207811 177296 176764 248242 159034 168393 0.5110 0.5079
VCAM (ng/ml) 613 +£232 618 +229 835+ 318 757 + 307 665 + 151 651 + 144 0.0467 0.1182
2-hour VCAM (ng/ml) 577 +£236 571 +244 736 + 286 675 +279 612+ 153 612+ 192 0.0393 0.1738
E selectin (ng/ml) 527+153 | 503+£158 | 52.6+11.7 | 51.9+12.0 | 40.1+11.9 | 348+12.2 0.0367 0.1160
2-hour E selectin 519+158 | 47.1+£148 | 52.6+12.7 | 522+11.5 37.8+9.9 353+12.1
(ng/ml) 0.0500 0.2429

Data are means+SD
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Data are means = SD. AUC: area under the curve; CBF: cutaneous blood flow; PU:
perfusion units
Sup Table 3: Cutaneous blood flow at fasting, before (at visit 1) and 4 weeks after insulin
treatment (at visit 2).

Detemir (n=13) Aspart (n=8) Detemir & Aspart Time effect | Interaction
(n=13)
Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 p p
Mean basal 74+3.8 10.1£3.6 [106£65 |12.0£58 |129+10.7 [10.5+5.5 0.1381 0.1216
CBF (PU)
CBF variation |98.5+884 |703+ 67.1+50.6 |68.1+353 169.3+£47.8 |87.0+54.3 0.8636 0.4869
during deep 38.5
breathing (%)
CBF after
acetylcholine
stimulation
Maximal CBF |18.0£10.3 [29.8+ 26.9+27.2 [39.6+32.8 [39.9+58.6 |45.2+36.2 0.0392 0.9897
(PU) 26.6
Peak delay 131.5+£32.4 |108.5+ 116.6 £ 124.4 + 1053 + 142.7 + 0.3557 0.0048
(sec) 43.7 41.6 50.2 34.9 37.9
AUC (PU*sec) | 3544 £3067 |4960 + 8350.+ 9156 + 7578 + 12268 + 0.0191 0.8045
3320 16111 9967 13373 14433
Peak tangent 02+0.2 04+04 |04+03 0.5+£0.4 04+0.5 0.5+04 0.2170 0.9678
(PU/sec)
Vasodilation 1929+£94.0 |210.6 + 2184 + 2219+ 189.5 + 283.0 + 0.1594 0.2816
duration (sec) 98.8 116.8 88.1 90.7 148.2
Sup Table 4: Postprandial CBF results 1-hour after a standardized breakfast.
Data are means = SD
Detemir (n=13) Aspart (n=8) Detemir & Aspart Time | Intera
(n=13) effect | ction
Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 p p
Mean CBF (PU) 11.4+73 108+3.7 | 142+77 | 17.1+£8.6 | 16.7+11.8 | 16.9+9.7 02462 | 07711
CBEF variation during | 95.6 £ 68.8 | 62.0+24.6 | 76.9+57.2 | 59.7+37.2 |101.8+63.2{99.0 + 60.5
deep breathing (%) 0.3290 | 0.7276
After acetylcholine
stimulation
Maximal CBF (PU) 37.6+20.2 | 53.7+£53.6 [41.5+17.3| 61.0£39.9 | 60.7+63.3 |60.7+28.1 0.0440 | 0.9161
Peak delay (sec) 158.4+55.6 |137.4+443| 1324+ |150.1+48.7(119.2+39.8| 136.0+
34.5 52.5 0.6529 | 0.2184
AUC (PU*sec) 10292 + 14488 + 19455+ 15456 + 13411 + 15224 +
10513 18274 36005 10736 14700 11744 0.2633 | 0.9920
Peak tangent 0.3+£0.2 0.4+0.3 0.3£0.2 0.4=+0.3 0.7£0.6 0.6£04
(PU/sec) 0.1966 | 0.6103
Vasodilation duration 295+ 177 320+£236 | 352.+383 271 £91 257 +103 318 +£94
(sec) 0.5748 | 0.5139
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Sup Table 5: Postprandial CBF results 2-hours after a standardized breakfast.
Data are means + SD

Detemir group Aspart Detemir & Aspart Time | Interact
(n=13) (n=8) (n=13) effect ion

Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 p p
Mean CBF 120+£83 [ 13.1+£7.6| 141+53 16.7£9.0 | 1824158 14.7+8.7
(PU) 0.5923 0.7634
CBF variation | 89.7 + 58.2 77.2 + 117.8 + 71.3+429 | 929+563 | 101.2+81.6
during deep 34.5 106.0
breathing (%) 0.4324 0.8165
After
acetylcholine
stimulation
Maximal CBF | 32.2+21.8 54.6 + 62.8+41.9 | 52.2+29.6 | 78.7+76.5 58.5+31.7
(PU) 48.8 0.5143 0.0837
Peak delay 139.6+42.1| 139.8+ | 1155+50.3 114.0+ 138.7+ 124.5+£33.7
(sec) 40.6 52.6 63.6 0.8196 0.8446
AUC (PU*sec) 10292 + 14488 + 19455 + 15456 + 13411+ 15224 + 11744

10513 18274 36005 10736 14700 0.3167 0.3390
Peak tangent 0.3£0.2 04+04 0.6+04 0.8+0.9 0.7+0.5 0.6+0.3
(PU/sec) 0.3947 0.3702
Vasodilation 236.2+70.5| 2463+ 239.0 2109 + 2309+ 271.4+86.8
duration (sec) 88.7 132.0 72.0 82.7 0.6228 0.6020
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3.3.3 Petites artéres: amélioration de la fonction endothéliale apres l'insulinothérapie

Poster ADA 2014

L'indice RHI est une mesure de la fonction endothéliale.

Suite a 4 a 5 semaines d'insulinothérapie nous observons une amélioration de la fonction
endothéliale apres le petit déjeuner standardisé (p=0.037). Cette réponse devient est renforcée
des H1, sans que cet effet differe entre les 3 groupes du traitement. Ces résultats sonts
coherents avec les résultats obtenus par le doppler laser lors du test a 1’ Ach sur la

microcirculation cutanée.

V1 vs V2 p=0.037
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Figure 38 : INSUVASC RHI pour tous les patients et pour les 3 bras de traitement
Resultats fourni par ENDOPAT®

(V1 en bleu et V2 en rouge). *p<0.05 vs HO
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3.3.4 Le ratio de viabilité sousendocardique est inversement corrélé aux taux de leptine
chez les diabétiques de type 2 avant et aprés traitement a l'insuline.

Poster ADA 2014

Un ratio de viabilité sousendocardique (SEVR) bas est un indice de dysfonctionnement de la
microcirculation coronaire. Il existe certaines preuves soutenant un réle pour la leptine dans la
régulation de I'activité sympathique et la microcirculation. Notre objectif était d'examiner la
relation entre les taux de leptine et SEVR chez les diabétiques de type 2 a jeun et apres le petit

dejeuner standard.
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Figure 39: INSUVASC Taux plasmatique de la leptine et de l'adiponectine a V1 et V2

<0.005
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La leptine diminue en post prandial et augmente apres traitement par 1’insuline, 1'adiponectine

n'est pas modifiée apres insulinotherapie.
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Figure 40: INSUVASC FC, SEVR, durée de la diastole et durée de la diastole ajusté pour la FC
¥p<0.005 vs HO.

Le ratio de viabilité sousendocardique augmente significativement a H3 sans différence entre
les 3 groupes du traitement. Nous avons observé que les taux de leptine étaient corrélés

significativement a SEVR a jeun et en postprandial a la fois avant et apres insulinothérapie.
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Figure 41: INSUVASC Corrélation entre la leptine et SEVR ajusté surla FCa V1 et V2

La leptine est sécretée par les adipocytes mais elle est également produite par les cellules
musculaires lisses vasculaires et les cardiomyocytes. Des concentrations plasmatiques de
leptine sont élevés dans les cas de maladies cardiovasculaires, comme I'hypertension,
l'insuffisance cardiaque congestive, I'infarctus du myocarde ou le remodelage cardiaque [512].
Ces résultats suggerent qu’une hyperleptinémie s’accompagne d’une diminution de la

perfusion myocardique. Le role propre de la leptine demande a étre clarifier.
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3.3.5 Le traitement insulinique atténue les différences de la durée de diastole liées a
I’activité vagale cardiaque indépendamment de la FC

Poster Neurodiab 2014

La durée de la diastole (DD) diminue lorsque la FC (FC) s’éleve, avec des conséquences
potentielles sur la perfusion coronaire. Une faible activité vagale (AV) pourrait participer au
raccourcissement de la diastole. Notre objectif était d’étudier chez des diabétiques de type 2

mal équilibrés I’influence de I’AV sur DD sous insulinothérapie.
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Figure 42: INSUVASC Corrélation entre la durée de la diastole et la FC.

Avant l'insulinothérapie, le pourcentage du temps diastolique par rapport a la durée totale la

diastole du cycle cardiaque (DD%) était corrélé inversement avec la FC a jelin (p<0.001).
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Figure 43: INSUVASC Evolutiotion de FC en post prandial
La FC augmente a H1.
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Figure 44: INSUVASC %Durée de la diastole ajusté sur la FC.

Le %DD diminue a H1 et la diminution de %DD était significative apres ajustement sur une
FC de 75 bpm.

Les patients ont été séparés en 2 groupes selon la valeur de I’amplitude du pic de haute
fréquence des variations de FC (HF-HR) qui correspond a I’activité vagale cardiaque : HF

>médiane: Activité vagale (AV) élevée, HF<médiane: faible AV.
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Figure 45: INSUVASC FC et %DD selon l'activité vagale pendant la V1.

Pendant V1 les patients avec une AV élevée avaient une FC moins rapide et un%DD 10%

plus élevée par rapport a I’autre groupe, méme apres ajustement pour une FC a 75 bpm.
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Figure 46: INSUVASC FC apres traitement par insuline.

La FC augmente a H1 et H2.
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Figure 47: INSUVASC %DD apres traitement par insuline.

La diminution du %DD ¢était moindre aprés un ajustement sur une FC de 75bpm a H1 et a
H2.
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Figure 48: INSUVASC FC et %DD selon l'activité vagale aprés traitement par insuline

Apres traitement les différences sur la FC et la DD@?75 ont été atténuées (voir Figure

4S5pour comparaison avec la V1).
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Chez les DT2 une faible activité vagale s’associe a une FC plus élevée et une diastole plus

courte. L insulinothérapie atténue en post-prandial cette influence de ’AV.

3.3.6 Modifications de I’activité sympathique cardio-vasculaire sous insulinothérapie
chez les diabétiques de type 2 et HTA

Poster ADA 2014

3.3.6.10bjectif

Au cours d’un clamp euglycémique I’insuline active le sympathique et déprime ’activité
vagale cardiaque. Notre objectif était d’examiner les modifications vagosympathiques chez
des diabétiques de type 2 mal équilibrés, a jelin et en post-prandial, avant et sous
insulinothérapie.

Patients et méthodes: parmi les patients de 1’étude INSUVASC avec un diabéte de type 2, 24
participants avaient des enregistrements de Finapress (variations de la FC et de la pression
artérielle) de bonne qualité pour les 4 temps du test (HO-H3). Les parametres

hémodynamiques ont été mesurés par tonométrie d'applanation.

3.3.6.2 Résultats
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Figure 49: INSUVASC Modifications hémodynamiques.

La FC augmente a H1 et H2 en post prandial avant et apres traitement par insuline.
La PAS radiale et aortique augmente en post prandial seulement avant traitement par insuline

(Figure 49:).
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Figure 50: INSUVASC Evolution de la balance sympatho-vagale V1 et V2.

Apres insuline la balance sympatho-vagale (LF/HF) et l'activité sympathique ne sont pas
modifiées significativement de méme que 1’amplitude du pic LF-PAS ce qui témoigne de

l'activité sympathique vasculaire.
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Figure 51: INSUVASC Analyse spectrale a V1.

Pendant la visite 1, avant traitement par insuline, les profils de LF/HF de FC et HF-FC sont

similaires entre les diabétiques normotendus ou hypertendus.
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Figure 52: INSUVASC V2, analyse spectrale de la variabilité de la FC.
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Figure 53: INSUVASC V1 et V2, analyse spectrale de la variabilité de la FC pour les normotendus

vs hypertendus

Pendant la visite 2 apres traitement par insuline, I’activité autonome est modifiée chez les

normotendus (activation sympathique et inhibition vagale) et pas chez les hypertendus.
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Figure 54: INSUVASC Aire sous le courbe LF-PAS V1 vs V2, *p<0.05
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La réponse vasculaire sympathique totale exprimée par I’aire sous la courbe post-prandiale de
LF-PAS de HO a H3 était augmentée apres insuline par rapport a V1 (p=0,027) indiquant une
activation sympathique vasculaire.

Chez les DT2 I’insulinothérapie induit une activation sympathique et une depression vagale a
jeun et en post-prandial seulement chez les normotendus cela sans modification tensionnelle

probablement a cause de 1’effet vasodilatateur de 1’insuline.
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Figure 55: Réponse autonome cardiaque dans les études INSUVASC et NUTRIVASC
Suite a un traitement par insuline chez des DT2 (a gauche) et chez des sujets sains a droite

(NUTRIVASC).

Le traitement par insuline semble rétablir I'aspect de la réponse autonome physiologique
postprandiale comme décrite dans 1’étude NUTRIVASC chez les diabétiques normotendus et

non chez les diabétiques hypertendus.
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3.3.7 Traitement par insuline, rigidité artérielle, fonction endothéliale et HTA

Parmi les patients diabétiques de I'é¢tude INSUVASC, 18 étaient hypertendus (HTA) que nous
avons comparés avec les patients diabetiques normotendus afin de voir si la réponse post
prandiale de la rigidité artérielle et de la fonction endothéliale était modifiée en présence ou

pas d’une HTA.
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Figure 56: INSUVASC Résultats sur la FC, PAS radiale,PAS Aortique et PA moyenne.
A gauche tous les patients, au milieu les normotendus et a droite les hypertendus (V1: visite 1

et V2: Visite 2).

PAS radiale, PAS aortique et PA moyenne étaient plus €levées chez les patients hypertendus

mais elles n'étaient pas modifiées apres un traitement par insuline.
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HTA vs Normotendus, p=0,012
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Figure 57: INSUVASC Pressions pulsées péripheriques et centrales, ratio d'augmentation des pressions
pulséees et le de réflexion de l'onde incidente

A gauche tous les patients, au milieu les normotendus et a droite les hypertendus (V1: visite 1

et V2: Visite 2).

Les PP radiale et aortique étaient plus elevées chez les patients hypertendus mais elles
n'étaient pas modifiées apres traitement par insuline. Le PPAR était plus élevé chez les
normotendus et n'était pas modifié apres traitement par insuline. Le temps de reflexion de
l'onde incidente était modifi¢ apres l'insuline en post prandiale (Interaction V12*HOH3*HTA,

p=0,05)
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Figure 58: INSUVASC SEVR, AIx@?75, VOP et RHI.
A gauche tous les patients, au milieu les normotendus et a droite les hypertendus (V1: visite 1

et V2: Visite 2).

En post prandial la VOP était différente apres le traitment par l'insuline pour les hypertendus
vs Normotendus (Interaction V12*HOH3*HTA, p= 0,05). La fonction endothéliale a été

ameliorée (Interaction VI2*HTA, p= 0,013) chez les normotendus seulement.

Conclusion
La réponse post prandiale du temps de reflexion de 1'onde incidente, de la VOP et de la
fonction endothéliale apres un traitement par insuline est différente selon la présence ou pas

d’une HTA.
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3.4 Comparaison des intégrateurs du risque cardiovasculaire entre les
sujets sains de I'étude NUTRIVASC vs les patients diabétiques de
I'étude INSUVASC (visite 1)

3.4.1 Objectif

La comparaison des patients diabétiquesavant mise a I’insuline avec des sujets sains nous
permet d'évaluer les modifications que le diabéte peut apporter sur la réponse post prandiale
des intégrateurs du risque cardiovasculaire suite a un repas standardisé qui inclut a 75 g de

glucides.

3.4.2 Caractéristiques des deux groupes

Total m=90) NUTRIVASC (n=49) INSUVASC V1 (n=41)  p

Age (années) 602496 654 =56 542 +99 <0,001
Sexe (H/F) 32/ 58 12/ 37 20/ 21 0,026
Taille (cm) 1649494 1651 8.6 1645104 0,776
Poids (kg) 7114146 644133 792+11,8 <0001
BMI (kg/n?) 26,1 5,0 235434 293 £ 46 <0,001
Tour de taille (cm) 88,5 4143 798 £11.9 98,9 +9,1 <0,001
Tour de hanche (cm) 100,3 4102 96,9 49,5 1044 £9.5 <0,001
PAS (mmHg) 12694 16,5 1254 4 15,6 1287+176 0358
PAD (mmHg) 783499 80,0 + 10,1 76294 0,070

Tableau 17: NUTRIVASC et INSUVASC caractéristiques des deux groupes

Les participants diabétiques de type 2 de I'étude INSUVASC comparés au sujets sains sans
facteur de risque cardiovasculaire de I'étude NUTRIVASC ¢étaient plus jeunes, avec un poids

corporel, un BMI et un tour de taille plus élevés. Il y avait plus des femmes dans le groupe

NUTRIVASC.

288



3.4.3 Résultats a jeun (HO)

3.4.3.1 Biologie

Total M=90) NUTRIVASC (r=49) INSUVASCV1I (n=41) p
HbAlc (%) 71421 54403 90+14 <0,001
Fructosamine (umol/L) 286,8 83,3 233,1 £21,7 351,0 £ 84,5 <0,001
Glycémie HO (mmol/L) 7,8 43,8 50+04 11,3+3,1 <0,001
Cholésterol total HO (mmol/L) 53112 6,009 45+1,1 <0,001
HDL HO (mmol/L) 1,640,6 1,907 1,2+04 <0,001
LDL HO (mmol/L) 3,141,0 36108 25+1,0 <0,001
Triglycerides HO (mmol/L) 1,340,7 1,006 1,7+0,7 <0,001
Microalbuminurie (mg/L) 54,2 42271 6,9 +10,8 1164 + 3379 0,031

Tableau 18: NUTRIVASC et INSUVASC biologie a HO pour les deux groupes

Les participants diabétiques de type 2, comme attendu, avaient des indices du métabolisme

glucidique et des triglycérides plus élevés et un taux de HDL-cholesterol plus bas. Leurs taux

de LDL-cholesterol étaient inferieurs probablement sous I’effet des traitements

hypolipémiants.

3.4.3.2 Rigidité artérielle

Total N=90) NUTRIVASC (N=49) INSUVASCVI(N=41) p
FC (bat/min) 66,0 £9,7 62,1 £84 70,6 £9,1 <0,001
PASP (mmHg) 1249 £ 16,2 1253 £ 16,2 124,5 £ 16,4 0,813
PADP (mmHg) 78,3 +£10,1 80,1 £10,3 76,1 £9,5 0,060
PAM (mmHg) 95,6 £11,7 97,5+12,2 93,4 +£10,9 0,097
PPP (mmHg) 47,1 £13,2 45,2 +£10,0 49,4 £ 16,0 0,137
PAS C (mmHg) 117,9 £16,0 119,8 £ 15,5 115,7 £16,4 0,223
PAD_C (mmHg) 79,3 £10,1 81,0 £ 10,4 77,1 £9,5 0,067
PPC (mmHg) 392 +124 38,8 +£9.0 39,8 £15,6 0,711
PPAR 1,22 +£0,11 1,17 £0,06 1,27 £0,13 <0,001
SEVR (%) 156,6 +28,7 166,9 £29,5 144,1 £22.4 <0,001
Cycle Cardiaque (msec) 929,0 +144,2 083,9 +144,9 8634 £113,8 <0,001
Diastole (msec) 604,4 +128,7 651,7 £132,3 5479 £99,2 <0,001
Diastole (% CC) 64,5+39 65,7 +£3,7 63,1 £3,8 0,002
AIxC (%) 32,7+9,1 35,7+6,6 292 +10,4 <0,001
Aix@75C (%) 284 +7.8 29,6 £6,0 27,0+£9,3 0,124
TR (msec) 136,2 £ 11,1 138,1£9,7 133,9 £ 12,2 0,070
PWYV (m/sec) 81122 73121 9,1+1,9 <0,001

Tableau 19: NUTRIVASC et INSUVASC rigidité artérielle

Les sujets sains de NUTRIVASC avaient une FC moins rapide méme apres ajustement pour

l'age (p<0,001). Il n'y avait pas de différence significative entre les 2 groupes pour les
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pressions artérielles périphériques et ou centrales. L'augmentation des pressions pulsées
(PPAR) était plus importante dans le groupe INSUVASC mais cette différence n'était plus
significative aprés ajustement pour l'age et la FC (p=0,525). La durée du cycle cardiaque, de
la diastole en msec ou exprimée comme % du cycle cardiaque (DD%) n'étaient plus
significative apres ajustement pour 1'age et la FC. L'indice SEVR présentait une tendance
apres ajustement pour 1'dge et la FC dans le groupe NUTRIVASC (p=0,067, 160.7+2.8 vs
151.7 £3.1 msec). Les résultats les plus impressionnants concernent la VOP méme apres

ajustement pour I'age et la FC étant plus forte chez les patients diabétiques (p<0,001).

3.4.3.3 Fonction endothéliale (petites arteres) et flux sanguin cutané

Total (N=90) NUTRIVASC (N=49) INSUVASC VI (N=41) p

RHI 2,0+0,5 2,2 40,5 1,8 +0,4 <0,001
Aix@75 HO 145 +11,7 15,0 £11,0 13,9 £12,7 0,671
FSC (unités de perfusion) 8,2 £59 6,6 £3,1 10,3 £7,9 0,005

Tableau 20: NUTRIVASC et INSUVASC fonction endothéliale et microcirculation.

Apres ajustement pour 1'age et la FC 1'indice RHI de fonction endothéliale restait plus élevé
dans le groupe NUTRIVASC (p=0,020). Le groupe INSUVASC conservait un FSC élevé
apres ajustement pour 1'dge et la FC (p=0,016).
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3.4.4 Résultats pendant la période post prandiale

3.4.4.1 Biologie

Total @=90) NUTRIVASC (n=49) INSUVASC VI (n=41) p

Glycémie H1 (mmol/L) 12,0 £ 4,9 83+ 1,5 16,5+ 3,6 <0,001
Glycémie H2 (mmol/L) 11,6 £ 5,7 6,9 + 1,3 17,3 + 3,1 <0,001
Glycémie H3 (mmol/L) 10,1 = 5,5 55+ 0,9 155+ 34 <0,001
Cholésterol total H1 (mmol/L) 49 + 1,1 54+ 0,8 43+ 1,1 <0,001
Cholésterol total H2 (mmol/L) 49+ 1,1 54+ 0,8 43+ 1,1 <0,001
Cholésterol total H3 (mmol/L) 50+ 1,2 5,7+ 0,8 43+ 1,2 <0,001
HDL H1 (mmol/L) 1,5+ 04 1,7+ 0,4 1,2+ 04 <0,001
HDL H2 (mmol/L) 1,5+ 0,5 1,7+ 0,4 1,2+ 04 <0,001
HDL H3 (mmol/L) 1,6 £ 0,6 1,8+ 0,4 1,3+ 0,6 <0,001
LDL H1 (mmol/L) 2,9+ 1,0 33+ 0,7 2,4+ 1,0 <0,001
LDL H2 (mmol/L) 2,9+ 0,9 33+ 0,7 2,4+ 0,9 <0,001
LDL H3 (mmol/L) 29+ 1,0 3,5+ 0,7 23+ 1,0 <0,001
Triglycerides H1(mmol/L) 1,2+ 0,7 0,9+ 04 1,6 £ 0,7 <0,001
Triglycerides H2 (mmol/L) 1,2+ 0,7 0,8+ 04 1,6 £ 0,7 <0,001
Triglycerides H3 (mmol/L) 1,2+ 0,7 09+ 0,5 1,6 £ 0,8 <0,001

Tableau 21: NUTRIVASC et INSUVASC Parameétres métaboliques en post prandial.

Les écarts entre les 2 groupes sont dans la méme sens¢ qu’a jeun.

3.4.4.2 Rigidité artérielle

L'analyse des données a été effectuée par Analyse de la Variance pour des mesures répétées
en utilisant l'appartenance dans le groupe NUTRIVASC ou INSUVASC comme facteur de
différence entre les sujets (between subjects factor). Les résultats ont été ajustés sur 1'age qui
¢tait la covariable d'ajustement dans tous les modéeles. La présence d'une interaction signifie
que la réponse post prandiale (effet temps) est différente en fonction du groupe. Les résultats
NUTRIVASC vs INSUVASC qui présentent une différence significative signifient que la
moyenne de la variable considérée pendant les 4 temps du test (HO, H1, H2, H3) est différente

par rapport a l'autre groupe.
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Figure 59: NUTRIVASC et INSUVASC. FC, Pressions systoliques et pulsées artérielles périphériques et
centrales.
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En post prandial les patients diabétiques avaient une FC, une pression systolique centrale et
périphérique plus €levée. La PA centrale diminuait en post-prandial dans le groupe des sujets

sains (Interaction p=0,031).
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Figure 60: NUTRIVASC et INSUVASC Augmentation des pressions pulsées, indice de perfusion
myocardique et durée de diastole
Durée de diastole exprimée comme % du cycle cardiaque

L'indice de perfusion myocardique SEVR et la durée de la diastole restaient plus élevés pour

les sujets sains en post prandial.
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Intéraction, p=0.022
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Figure 61: NUTRIVASC et INSUVASC :1ndex d'augmentation périphérique et centrale ajusté
sur la FC, temps de réflexion de l'onde incidente et VOP
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En post prandial I'index d'augmentation périphérique ou aortique continue a s’accroitre chez
les diabetiques méme apres un ajustement pour la FC a 75 bpm. La rigidité aortique reste plus

basse dans le groupe des volontaires sains.

3.4.4.3 Fonction endothéliale (petites arteres) et flux sanguin cutané
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Figure 62: NUTRIVASC et INSUVASC. Fonction endothéliale et FSC.
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En post prandial la réponse endothéliale et du FSC différe chez les sujets agés sains et chez
les diabétiques la fonction endothéliale diminue a H2, ainsi que l'index d'augmentation chez

les sujets sains. Par contre le flux sanguin cutané augmente comme chez les diabétiques.
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Figure 63 : NUTRIVASC et INSUVASC Représentation des résultats de l'index d'augmentation obtenus par
Sphygmocor et avec 'ENDOPAT

L'index d'augmentation obtenu par Sphygmocor (artere radiale) a HI et H2 (image du haut)
évolue de la méme facon pour le méme index obtenu avec 'ENDOPAT (artere digitale) avec
30 minutes de décalage dans la période. La méme interaction est observée.
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3.4.5 Conclusions

Dans I’étude NUTRIVASC la FC a jeun et pendant le periode postprandial est plus basse qu’a
I’étude INSUVASC alors que les sujets étaient plus agés. Ce phénomene s’accompagne d’une
diastole plus longue.

L'absence de facteurs de risque dans le groupe NUTRIVASC a ralenti le vieillessement
vasculaire par rapport aux patients diabétiques malgré age superieur de 11 ans en moyen dans
un tranche d'age ou la VOP (PWV) suit une association non linéaire mais polynomiale avec
l'age [154].

Les sujets sains avaient une meilleure fonction endothéliale et un flux sanguin plus bas.

Les résultats principaux de notre étude concernent la période post prandiale durant la quelle il
existe toujours une différence sur la FC. On retrouve les mémes différences entre les 2
groupes pour les pressions systoliques et pulsées, périphériques et centrales. La réponse de la
PAS aortique n'est pas la méme car dans la groupe NUTRIVASC la pression artérielle
s’abbaisse contrairement au groupe INSUVASC ou elle augmente (interaction, p=0,031).

Il existe une dissociation de la réponse post prandiale sur l'index d'augmentation en périphérie
et au niveau aortique entre les 2 groupes; les patients diabétiques augmentent leur Alx a la fin
du test et ce résultat persiste méme apres ajustement sur la fréquence cardiaque (AIx@75).
Les enregistrements avec 'ENDOPAT calculent aussi I’AIx@75 au niveau de l'artere digitale
aux mémes periodes du test (HO a H2) avec un décalage de 30 minutes et montrent des
résultats identiques avec une interaction significative pour la période HO a H2 (Figure 63).
La fonction endothéliale en post prandial différe aussi entre les 2 groupes mais a la fin du test
(periode H2) les RHI sont identiques. En ce qui concerne le FSC on a une augmentation en

post prandiale avec le méme type de réponse dans les 2 groupes.
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3.5 Neuropathie et NAC effet sur la rigidité artérielle

3.5.1 Introduction

La relation entre les changements de la macro et microcirculation est difficile a déméler
d’autant plus qu'ils partagent des liens communs avec I'hypertension.

L'hypertension est aussi considérée comme un facteur de risque de neuropathie périphérique
chez les patients diabétiques [513]. L'association a ¢été raportée entre la neuropathie
périphérique et la rigidité artérielle. Cette relation peut toutefois changer en fonction de la
présence ou l'absence d'hypertension. La rigidité artérielle élevée chez les patients
normotendus atteints de neuropathie périphérique indique probablement un risque accru

d'événements cardio-vasculaires.

3.5.2 Objectif

Le but de cette étude était d'examiner la relation, chez les patients diabétiques de type 2, entre
la rigidité artérielle et la présence ou l'absence de neuropathie périphérique et 1'hypertension

considerées séparément, apres exclusion des facteurs de confusion tels que 1'age.

3.5.3 Meéthodes

3.5.3.1 Patients

Les patients ont été recrutés de fagcon consécutive au cours de leur séjour dans le département
de diabétologie de 1'hdpital Jean Verdier (Bondy, France) entre Mars 2006 et Mars 2012.
L'étude était en conformité avec la Déclaration d'Helsinki. Tous les patients inscrits dans cette
¢tude ont donné leur consentement éclairé par voie orale en conformité avec les directives
européennes. Les patients ont ¢été inclus s’ils avaient un diagnostic de diabete de type 2 et s’ils
n'avaient pas de maladie artérielle périphérique. Le diabéte de type 1 ou diabete secondaire,
avec acidocétose, une autre cause de la neuropathie, l'abus d'alcool, une hypertension
secondaire, une hypo ou hyperthyroidie constituaient des critéres d’exlusion.

L'hypertension a été définie par la présence d'un traitement anti-hypertenseur ou d'une PA
pendant la consultation supérieure a 140/90 mmHg. Le diagnostic de neuropathie
périphérique (PN) a été effectué en conformité avec les critéres internationaux récents définis

par le consensus sur neuropathies périphérique [514]. Le diagnostic de PN a été posé sur la
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présence de deux ou plusieurs des caractéristiques suivantes: symptomes neuropathiques
(diminution de la sensation, engourdissement pendant le sommeil, picotements, sensations de
brilures ou une douleur lancinante, principalement dans les orteils, les pieds ou les jambes),
diminution de la sensibilité distale (perception tactile, monofilament ou vibration) ou absence
des réflexes achiléenes. Les patients ont été groupés en fonction de la présence (PN +) ou
absence (PN-) de neuropathie périphérique ou la présence (+ HT) ou l'absence (HT-)
d’hypertension. La neuropathie autonome cardiaque (NAC) a été évaluée dans un sous-groupe
de patients. La NAC a été diagnostiquée quand au moins un des trois tests de la variabilité de

la FC était anormal (respiration profonde, orthostatism actif, Valsalva) [514].

3.5.3.2 Mesure de la VOP

La VOP (PWYV) a été mesurée avec le dispositif SphygmoCor® (ATCOR, Sydney, Australie).
En bref, la VOP a été¢ mesurée comme la distance artérielle divisée par le temps de transit de
'onde sphygmique de la carotide a 1'artere fémorale.

La valeur de la VOP de patients a été¢ comparée au 90éme percentile de la VOP selon 1'age et
les catégories de la PA comme cela a été rapporté par le groupe de collaboration sur les
"Valeurs de référence de la rigidité artérielle" [515]. Pour ce faire, chaque patient a été classé
dans l'une des 5 catégories de la PA (optimale, normale, normale élevée, hypertension de
classe I et classe II / IIT hypertension) et dans 1'une des six catégories d'age (< 30, 30-39, 40-
49, 50-59, 60-69, > 70 ans). La VOP de chaque patient était ensuite comparée a la référence
qui correspondait a 1'age du 90 e percentile et la VOP ajusté sur la PA. Si la VOP était plus
¢levée que la valeur de référence, le patient a été classé dans le groupe PWV +, sinon dans le

groupe PWV-.

3.5.3.3 Mesure des pressions centrales

La tonométrie radiale calibrée avec les pressions du brassard brachial a été utilisée pour
estimer la pression centrale avec la fonction de transfert du systéeme SphygmoCor. Le logiciel
fournit également un index de qualité des enregistrements tonométriques; seules les mesures
avec un index de l'opérateur au-dessus de 80 ont été utilisées dans I'étude. La pression pulsée
périphérique (PPP) et la pression pulsée centrale (PPC) ont également été mesurées part la

différence de la pression systolique moins la diastolique.

3.5.4 Résultats
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Par rapport aux patients sans PN (groupe PN-), les patients PN + étaient plus agés, avaient
une durée du diabéete plus longue, et des taux d'HbA Ic et de cholestérol total supérieurs. Ils
¢taient plus susceptibles d'étre hypertendus (odds ratio 2,4 [95 % intervalle de confiance de
1.06 -3.07]), d’avoir une rétinopathie (OR 3,0 [2,0 - 4,5]) et une NAC (OR 2.3 [1.4-3.9]). IIs

avaient une VOP, des pressions périphériques et centrales plus élevées que les patients PN.

La durée du diabete, le taux d'HbAlc et de cholestérol total, la rétinopathie, I'hypertension et
la NAC ont été inclus dans un modele d’analyse multivariée pour expliquer la PN (modg¢le 1).
Le méme modele a été réalisé en utilisant 1'dge au lieu de la durée du diabete (modele 2).
Dans les deux modeles, tous les paramétres, sauf les taux de cholestérol étaient

indépendamment associés a PN.

Les patients du groupe PWV + et ceux du groupe PWV- étaient similaires en ce qui concerne
I’age, I'hypertension, PN et NAC. Cependant, ils avaient une plus longue durée de diabete, un

taux d'HbA 1c plus élevé et un risque plus haut de rétinopathie (OR 1,7 [1,1-2,5]).

I1 y avait une interaction pour l'effet de I'hypertension et de PN sur le risue d’avoir une VOP
¢levée : le risque d'avoir une VOP supérieure a la valeur 90e percentile selon I'age et la PA
¢tait plus élevé chez les patients HT-/PN+ patients. Aucune interaction n'a été trouvée pour

d'autres parametres, tels que 1'obésité, la durée du diabete ou la NAC.

3.5.5 Discussion

Nous avons montré qu'un tiers des patients diabétiques avaient une VOP élevée selon le
critere d’une valeur au-dessus du 90e percentile des valeurs de référence de la VOP ajustées
sur l'age et les catégories de la pression systolique [515]. Ces résultats sont en accord avec les
publications précédentes [516] et renforcent le role du diabéte de type 2 dans l'accélération du
vieillissement vasculaire.

L'obésité n'avait pas d’influence sur nos résultats. Parmi les patients normotendus, ceux avec
PN étaient deux fois plus susceptibles d'avoir une valeur de VOP au dessus du 90éme
percentile par rapport a ceux sans PN (53% vs 27 %,). Parmi de patients normotendus avec
PNle pourcentage de ceux ayant une VOP élevée était également plus élevé que parmi les
patients hypertendus avec ou sans PN (53 % vs 33 % et 31%). Dans I'analyse de l'interaction
avec PN et I'hypertension, aucune relation significative n’a été trouvée avec les autres facteurs

de risque bien établis de la rigidité artérielle. L'influence protectrice sur la rigidité artérielle de
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I’HTA chez les patients avec PN est surprenante et pourrait étre die a l'utilisation de
traitements anti-hypertenseurs.

Liatis et al ont trouvé une association entre la VOP et la neuropathie autonome cardiaque chez
les patients diabétiques de type 1 [517].Dans notre cohorte de diabétiques de type 2, la
neuropathie autonome cardiaque a été correctement évaluée chez 65 % des patients. Dans ce
sous-groupe, la prévalence de la NAC était plus élevée chez les patients atteints de PN ce qui
n'est pas étonnant vu que ces deux complications partagent des facteurs physiopathologiques
communs. Cependant, nous ne trouvons aucune association de la NAC avec la VOP. Des
¢tudes plus spécifiques, avec €valuation de la NAC plus précise y compris par 1'évaluation de
l'activité vagale et sympathique, sont nécessaires afin d'analyser l'association entre la
neuropathie cardiaque et la rigidité artérielle.

Nous avons étudié¢ la prévalence de la rigidité artérielle élevée chez les patients atteints de
diabete de type 2. Par rapport aux valeurs de référence en fonction de leur age et de la PA,
l'aorte des sujets hypertendus diabétiques n’était pas plus rigide que chez les diabétiques
normotendus quels que soient leur statut PN ou I'état de la NAC. Bien que notre étude ne nous
permette pas de le confirmer, cette constatation pourrait étre due a I'effet bénéfique des
traitements anti -hypertenseurs. Cependant, parmi les sujets normotendus, la présence d’une
PN augmentait de 2 fois la probabilité d'avoir une valeur de VOP -dessus du 90e percentile.
Ces données suggerent que les diabétiques de type 2 avec PN et forte rigidité artérielle selon
les valeurs de référence pour age et statut tensionel devrait étre prise en charge soigneusement
pour réduire les risques des complications cardio-vasculaires. Les mécanismes liant PN a

rigidité artérielle demandent des études complémentaires.
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Abswract  Buckgrowmd wod wims. Arverial stilfiess, o measure of ncwovasculan damage predic-
tive of pout cardic-wascular outcomes, is stongly related w age and hyperenssion HT), o dia-
betic patients peripheral neuropathy (PN) has been found to be associatec with increasec
arterial soffness, which might be due t2 the concomitant presznce of HI. The aim of this study
was to examine in type-2 diabefic patients, the relationship between arerial stiffress and pres-
ence o éhsence of 'N and [T separately.

Metaods and resuits' Arterial soffness was measured with the gold standard carctid-femoral
pulse wave velocity ("'WV) in 447 type-2 diabetic subjexs of whom 66% were hypzriensive
53% had MM, and 40% had both. Padents with M'N were older, more often hypertensive and had
higher PWV than those free of PN, Patients were separatec according to the presence or absenee
of PN and HT. PWV values above the M0ch percentile age and blood pressure adjusted reference
range {PWV ) were different across these groups (p < 0005) with the following respective prev
alences: 272%, 53.4%, 33.3% and 30.6%. Only PWV-+ wassignificandy associatad with PN and hy-
pertznsion in the interchon analysis,

Conclusion: Well controlled hypertensive patients did not have elevated irtarial stiffness
compared 1 normotensive patients, This might be due to anti-hypertenzive meatment although
our study design doss not allow us to confirm it A strong assacation between PN and arterial
stiffness was only present in normotensive patients, suggesting that normotensive tvpe 2 dia-
heric patienrs with PN and elevared arrerizl criffnecs shoudd be carefully managed m prevene
furure macrowasrular emmplicarinng
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Introduction

The preserce of diabetes 15 related to multiple complica-
tions at micro and macrovascular levels wkich both in-
crease dramatically cardiovascular riske Arterial stiffness, a
measure of macrovascular damage, is higher in type 2 di-
abetics than in non-diabetic patients indicating acceler-
ated vascular aging [1-4]. Several methods ars available tc
dssess arterial stiffness and camotid-femoral pulse wave
valacity (PWV) is usually referred as the gold standard [5],
PWV is an independent predictor of cardiovascular and
overall mortality abave and beyond standard rigk factors in
the general population and in patients with various car-
diovascular nisk factors induding diabates [6—-10] While
PWV is an independent risk factor, it s also strorgly
related to age and hypertension [4] Elevated erterial
stiffness has also been specifically related te diabatic
retinopathy [11,12], diabetic nephropathy | 13], peripheral
nevropathy [14-18] and cardias autonomic neuropathy
[18,20], However the cause and effect relationship be-
tween macro and micro-circulation changes is difficult te
untangle especially as they share common link with hy-
pertension Hypertension is considered as a nisk factor for
peripheral neuropathy in dicbetic patients [21] and the
association between peripheral neuropathy and arterial
stiffness might differ according to the presence or absence
of hypertension, Elevated arterial stiTness in rormotensive
patient: with peripheral neuropathy would indicate an
increased risk of cardio-vascular events,

The aim of this study was to examine the relationship,
in type 2 diabetic patients, between arteral stiffness and
presence or absence of peripheral neuropathy and hyper-
tension separately, after exclusien of eonfounding factors
such as age,

Methods
Patients

Patients were recruited consecutively during their stay in
the disbetolegy department of Jean Verdier Hospital
(Bondy, France) between March 2006 and March 2012, The
study was in accordance with the Declaraticn of Helsinki All
patients enrolled in thisstudy gave informed oral consent in
accordance with the Eurcpean directives. Patients were
included if they had been diagnosed with type 2 diabetes
and were free of peripheral arterial disease, Patients with
tvpe 1 diabetes er secondary dibetes, with kete-addesis,
other causz of nzuropathy, alcohol abuse, secondary hy-
pertension. hypo or ayperthyroidism were excluded,
Hypertension was defined as the prasence of on-geing
anti-hypertensive tr=atment or office blood pressure (BP)
greater than 140,90 mm Hg. Diagnosis of perptera] neu-
ropathy (PN) was done in accordance with the recent in-
ternational consensus dsfining crteriz for probzable
peripheral neuropathy [22 . PN diagnosis was based on the
presence of two or more of the following characteristics:
neuropathic symptoms (decreased sensation, asleep
numbness, prickling or stabbing, burning or aching pain,

predominantly in the toes, feet, or legs), decreased distal
sensation (tactile, monofilament or vibratory perception)
o1 reduced or absent ankle reflexes. Patients were tagged
depending on the presence (PN+) or absence (PN-) of
peripheral neuropathy or the presence (HT+) or absence
(HT-) of hypertznsion. Cardiac autonomic neuropathy
(CAN) was aseessed in 2 subgroup of patients. CAN was
diagnosed when at least one of the 3 standard tests of
heant rate variability was positive for CAN [deep-breath-
ing, lying-lo-standing, Valsalval [12]. Tests were per-
formad with patient free of any trestment able to modify
heart rate for 2t least 24 h, and ware intzrpreted according
to age by compariscn with a published series of control
subjects, as previously described [23] The presence of
diabetic retinopathy was defined as present cr absent ac-
cording to the Early Trearment of Diabetic Retinopathy
Study severity scales Nephropathy was defined by urinary
albumin excretion rate =30 mg/day on at least two is-
sessrents and/or creatinine clearance <60 mi/min.

Measure of PWV

PWV was measured with ECG gated pressure signals with
the SphygmoCor device (AtCor, Sydney, Australia) as re-
ported elsewhere [24]. Briefly, PWV was measur2d as the
arterial distance divided by the transit time rom the carotid
tothe femoral artery. The arterial distance was assessed from
surface measurements subtiacting the sternel notch-
femoral distance to the carotic-sternal notch distance,
Tianzit time was autbmatically calculated from the loot of
ceroid and femoral pulses measured successively by
applanation tonometry using E-wave of an ECG as a timing
reference. Only measurements with a beat to beat transit
time standard deviation below 5% were considared of geod
quality and used in the study. The reproducibility of this
method has bezn specifically tested ir diabetic patients [24].

Patient's PWV valve was comparéd to the 90th
percentile of PWV accarding Lo age and EP categories as
reported by “The reference values from the arterial stiff-
ness collaboration group” [25]. To do so, each patient was
classified in one of the 5 BP categories (optimal, normal,
high normal, grade 1 hypertersion, and grade 1111 hyper-
tension] and in one of the six age categories (<30, 3039,
4049, 50-59, 6069, =70 years old). Patient PWV value
was then comparzd with the correspording 90th percen-
tile age and BP adjusted PWV reference. If PWV was
higher, the patient was classiied in PWV+ group and in
the PWV- group otharwise.

Meazure of centrnl parnmeters

Radial tonometry calibrated te brachial cuff pressures was
used to estimate central pressure with the built-in transfer
function of the SphygmoCor system. The softwarz also
provides an cpesater index to check the quality of the
tonometric recordings. Only measursments with an oper-
ator index above B0 were used in the study. Pulse wave
analysis wes perfarmed on both radial and central wave-
forms. Peripheral pulse prassure (pPP) and central pulse
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Table 1 Patients' characteristics in the whole cobor? and according to the absence (PMN-) or presznce (PN+ 1 of perioherd neuropathy.
Total PN— PG p
Number cf patients 447 208 238
Gender (renfwomen 23411 11693 118120 0214
Age (years) 39411 56+ 11 61+ 10 < 005
Diabetes duratior (vears) 14+9 G+ 8 14449 < 005
BMI (kg/m) 305 + 57 30,1 £5.5 303 =58 0131
Obesity (%) 224 (50%) 99 (47%) 125 (53%) 0.298
Hba&le (%) 7B +1.7 75+ 16 BEO0+18 < 005
Active seoking (4] 59(13%) 26 (12%) 33[14% 0.677
Total cholesteral | mmuol 1) 46410 48 & 11 45+089 < 003
Trglyeerides | mmoll) 18420 20+26 17414 010
HOL cholestercl (mmel 1 12 +04 12+C4 1L2+04 0.982
LDL cholestero| (mmol/t) 26+11 27+09 26+12 0119
Creatimnemia (pmol /1 857 & 360 848 4270 863 =423 0681
Retinopathy () 171 (38%) 52(25%) 119 (50%) = 005
Nephropathy (¥) 150 (33%) 63(30%) 87 (3% 0087
Cerdiac autonormic neuropathy (%) 197 (549%) 77 (59%) 120(77%) < 005
Hypert2nsion (%) 297 (56%) 117 {56%i 180 (76%) <005
PSBP {mm Hg) 128+ 18 126+ 16 130 £ 19 < (05
phBP (mn Hg 72410 734 11 72410 0.252
pPP [mm Hg) 36+ 16 3+ 14 f8+ 1B < 005
PWV (mfs) 111 +£42 104 £37 117 =45 < 005
PWV (%) 153 (34%) B4 {313 86 (363 0.730
pAbi (%) 794 14 78+ 14 801 =128 0.147
cAlx (%) 24411 23411 S0 0,124
<P {mm Hg) 12+14 404 12 M4 le = 005
Data are r (%) or mean + S0
PN ¢+ patiznt with diagnosed p2riphzral neuropathy.
PN~ patiznt with no diagnostc of perpheral neuropathy.
BMI: body mass index.
W carotid-to-femomal pulse wave velocty,
WY 11 petient with PWV value higher than the 90 sercentie of the reference range values according to their ag2 and BP
HT i patient with diagnased hypertension,
PP central pulse pressurs.
pAlx Augmentation index measwred at the radal artery.
cAlx: central Augrientation index.
CPP: central pulse prestur,
* 287 patients were expiored for cardiac autonomic rewopathy
pressurz (cPP) were also mezasured as systolic minus dia-  immunonephelometry  EN100, Dad=-3ehrinz,  Paris,

stolic pressure, Peripheral augmentation index (pAlx) and
central avgmentation index (cAlx) were calculated by the
SphygmoCor soltware: pAlx was defined on the radial
tracing as the prassure of the second systalic peak dividad
by the radial pulse pressure. cAlx was calculated on the
estimated central pressuce as the difference between the
frst and second systolic peak divided by pulse pressure,
Eoth pAlx and cAlx are composite parameaters ralated to
arterial stiffness but also to vascular tone. They can be
interpreted as an integrale measure of overall vasculature,

Biochemical measurements

The following measusements wene performad: HbAlc
(Dimension technology, Siemens Healthcar= DisgnosisInc.,
Newerk, USA), serum total chelesterol, HDL chole sterol and
triglycerides (enzymatic colorimetry, Hitacki 312, Roche
Diagnostic, Meylan, France), creatininemia (colorimetry,
Kone Optima, Thermolab Syst2m, Paris La Défense, France)
and the 24 h urinary albumin excretion rate (laser

France), DL cholesterol was calculated using the Friedwald
formula.

Statistics

Data are expressed as m2ans + sd for continueus variables
and in percentages for discret= variables. Differences be-
tween groups were assessad by ANOVA tests, For discretz
varizbles, Chi-square test wes used, Multivariate analyses
to explain PN were performad wsing the parameters that
were significantly assodated with PN in univariate ana-
lyses. As age and diabetes duration arz strongly related,
two separate models for the multivariate analysis wars
used either with diabetes duration (model 1) or with ags
(model 2). General linear mode] for quantitative variables
and lozistic r2gression for qualitative variables were used
for the analyses of hypertension effect, PN eflect, ard for
the analyses of the interaction between hypertension and
PN effect on PWV+ group, As age and blocd pressure wers
used for the definition of PWV+, there were recundant
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variables and hence not used for multivariate analysis on
PWV4, Statistical analyses were performed with SPSS
software (SPSS 11.5.0, Chicago, USA). P value smaller than
0.05 was considered as significant.

Results

Of the 466 diabetic patients with good quality measure-
ments, 19 patients were excluded from the study because
they had type 1 diabetes. Characteristics of the re maining
447 patients are presented in Table 1: 238 patients (53%)
had PN and 297 (66%) were hypertensive. As expected, in
the whole population PWV was positively correlated with
age, blood pressure, diabetes duration (Data in
Supplement Table } There was a weak negative but how-
ever significant relationship between PWV and BMI in the
whole population but it disappeared in subgroups analysis
(Data in Supplement Table). PWV was above the 90th
percentile of PWV according to age and BP categories in
34% of the whole cohort (PWV+ group). Cardiac auto-
nomic neuropathy was assessed in a subgroup of 287 pa-
tients. Their charactenstics did not differ from the whole
population (data not shown),

Compared to patients without PN (PN- group), PN+
patients were older, had longer diabetes duration, higher
HbATC level and lower total cholesterol levels, They were
more likely to suffer from hypertension {odds ratio 2.4
[85% confidence interval 1.6-3.7]), from retinopathy (OR
3.0 [20-45]) and CAN (OR 2.3 [14-3.9]). PN+ patients
had also higher PWV, peripheral and central pressures
than PN~ patients.

Diabetes duration, HbAlc and total cholesterol levels,
retinopathy, hypertension and CAN were entered in a
multivariate analysis to explain PN (model 1). The same
model was performed using age instead of diabetes

Table 2 Parameters assocated with penpheral neuropathy
| multivariate analyses ).

Odds 95% Confidence P
ratio interval

Model 1

Diabetes duration 144 1.08-181 0.016
(per 10 years)

HbAlc (per %) 123 LOG-144 0.007

Total cholesterol NS
(per mmaol/l)

Retinopathy 1584 1.08-331 0.040

Cardiac autonomic 184 1.03-331 0.033
neuropathy

Hypertension 184 107 =317 0.027

Model 2

Age (per 10 years) 132 1.05-1.60 0,018

HbAlc (per %) 123 1.05-144 0,012

Total cholesterol NS
{per mmal/l]

Retinopathy 221 1.28-3.54 (.00

Cardiac autonomic 198 1.13-345 0.017
neuropathy

Hypertension 1.78 1.03-3.07 0.040
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Table 3 FPatients’ charactenstics according to the absence [PWV-)
or presence (PWV 4 ) of devated pulse wave velocity.

- PV p

MNumber of patie nts 7 150

Cender | men/women) 150/147 BA/G6 0316
Age (years) 59 £ 11 5941 0.956
Diabetes duration (years] 118 134+9 < 005
BMI (kg/m’) NEESE 28£58 0106
Obesity () 157 (528) 67 (43%) oo
HbAlC (%) 16+ 16 Bl 18 < 005
Active smoking (1) 41 (14%) 18 (12%) 0.659
Total cholesterol (mmalfl) 46+ 10 46410 0858
Triglycerides (mmol/l) 18 +£20 19421 0618
HDL cholesterol {mmolfl] 12 £ 04 1.2+ 03 0.352
LDL cholesteral (mmolfl] 27 + 1.1 26+ 08 054
Creatininermia (amol/l) 853 + 368 865+ 344 0736
Retinopathy (%) 101 (34%) 70 (47%) < 005
Mephropathy (%) 103 (35%) 47 (31%) 0,660
Peripheral neurspathy (%) 152 {51%) 86 (57%) 0.230
Cardiac autonomic 126 (a8%)  T1(70%) 06N

neuropathy ()

Hypertension (%) 103 (51%)  94(63%) 0,244
pSBP (mm Hg) 127 £ 18 129419 0248
pDBP {mm Hg) 2+ T3£10 0.693
pFP (mm Hg) 55+ 16 51 +18 0311
WV {mfs) 03425 147446 <005
pAlx (%) B0 L 14 7413 0,642
cAlx (%) 25411 2 +10 < 005
PP (mm Hg) 42414 0 +15 (1.540

PN+ patient with diagnosed peripheral neuropathy,
PWV: carotid-to-femoral pulse wave velocity,
PWV -2 patient with PWV value higher than t he 80 percentile of the
reference range values according to their age and BP.
HT'¢: patient with diagnosed hypertension,
PP central pulse pressure,
pAle: Augmentation index measured at the radual artery
cAlx: central Augmentation index,
* 287 patients were explored for cardiac autonomic neuropathy,

duration (model 2). In both models, all the parameters but
cholesterol levels were independently associated with PN
{Table 2).

Patients in the PWV+ group and PWV- group were
similar regarding their age, hypertension, PN and CAN.
However they tended to have a longer diabetes duration,
higher HbATc and more risk to suffer from retinopathy (OR
17 [11-25]) (Table 3). In a model induding gender,
smoking, hypertension, diabetes duration, BMI, HbAlc,
creatinine levels, PN and PN"HT interaction, HbAlc (OR
115 [102-130], p = 0.018), PN (OR 2.80 [137-571],
p = 0.005) and PN*HT interaction (OR 026 [0.11-0.63],
p = 0.003) were independent predictors of PWV+

Table 4 shows our cohort classified depending on the
presence (PN+) or absence (PN-) of PN and the presence
(HT+) or absence (HT-) of hypertension. Age, diabetes
duration, systolic BP, BMI, obesity, HbAle, presence of CAN,
and PWV were different across groups (global ANOVA).
Despite good BP control with anti-hypertensive treatment,
HT+ patients had nevertheless higher BP. Results of
logistical regressions about the effect of hypertension, PN
and their interaction are also shown on Table 4, There was
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Table 4 Panests’ chamctersnes aceording to presence or abtence of hypertention and Jenpherz| nearapathy.
HI-[PN-  HT-[PN. HT+PH-  HT4PN: ' Hleffet  PNeffect  Inter actior

Nurmper of patients a2 58 n7 180
Gender (menworen) 4844 229 G844 Boja1 0.51% - - -
Age (years) 53412 56+ 11 B =9 <ot <0000 <L0T 0430
Diabetes duration (vears) 7+7 12449 0+4 15=9 <000ct oot <00 L8458
BMI [kg/m®) V4457 IETLET DEL49 N3ILEB 0045 0oty a7 0,708
Obesity (%) /(ML) 2I(408)  GA(5LT)  12(57%) 0007 0017 €844 0977
HbATC (%) 76+ 16 3B =13 WM+ 16 81 £1.8 0.one 0716 C0a3 0423
Active smokirg () 13 (14%) 13(22%) 13(11%) 20(11%) 0138 - - -
pSBP (rim Hg) 123+ 12 121411 133+ 17 131 +£15 00001 <0001 €27 0.847
pRBF (mm Hg) BN B9 e E R =10 010 - = -
pP? (mm Hg) 47+ 12 3241 58414 B0 =19 00001 <0000 L0286 0549
PP (mm Hg ) L 18+ 0 44+ 12 46 = 17 00001 <0.0001 (G T 0852
CAN[%)" 3§(60%)  26(66K)  IO(57%)  OI(81%) 0,002 0.731 0557 008
WV () B{0% 31(53%) B|(33%) 55 (31%) 0005 0338 €0 0.004
B bood pressure
HT! hypertension
PN: penpheral necropathy.
pS8P: penpheral systolic blood pressure,
pDBF: penpherd diastolic Hood pressure.
pPP: penphzral ause pressure,

PP: central pulse pressure,
BNI: body mass index.
CAN: ezrdiaz zutonomic nearapathy,

Discussion

PWV: pulse wave velodry.
PWY +: PWY greater than the 90th percentile of age- and BP-adjusted PWV refernce,
* Global ANOVA
287 patients were explored
Glabal ANGWA RS
FT et P03
FM effect e e
Infgnacion oo

HT-

Patients with ebevatsd PWW (3)
NEBE EBE

HT+

MmN
%
PH-
PH+

Figure 1 Percentage of patients with elevated artedal stiffress ac-
condng to the presence of hypertension and neuropathy, & levated oulse
weve velocity (W) 1sdefined as PWY value above the S0th percennle
of the age and blood pressure adjusted "WV reference.

ar interaction for the effect of hypertension and PN only
for elevated PWV: the risk of having PWV above the 90th
percentile of the age and BP refererce range was higher in
HT- PN+ patients (Table 4 and Fig, 1). No interaction was
found for othar parameiers, such as obesity, diabetes
duration 51 CAN.

Most of the hypertensive patients were treated with
several anti-hypertensive drugs: 214 patients |73%, 773
ard 65% in the whole bypertensive group. in HT+/FN+ and
m HT+/FN—, respectively, p = N5} were treated with
renin-angictensin-aldosterone system mhibitors, 111 with
calcium antagonists (38%. 40%, 33%, p = NS), 105 with
beta-blockers (36%, 36%, 35%, p = N5}, 139 with a diurelic
or a central acting drug (47%, 523, 39%, p = N5).
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Type 2 diabetes is associated with an increase of anerial
stiffness independently of age ard Hood pressure level.
Using a strict method comparing PWY o reference values,
we showed that one third of the diabetic patients had
elevated PWY &5 defnad by a value above the COth
percentile of PWV reference values according to age and
BP categories [25]. These results are in agreement with
previous publicaticns [1-4] and swengthen the role of
type 2 diabetes ir zceelerating vascular aging The process
of this vascular azing is net fully urdzstood and is likely
to be multfacrorial, each factor contributing indepen-
dentdy cr in conjunction to additiona] stiffening. Chronic
hyperglycaemia, hypernsulinaemia, infammation as well
as endothelial dysfunction and increased amount of
advanced glycatior end-preducts are among the list of
cuprits [26]. They act on the vascular smooth muscle
function or an the structure of the anterial wall disrupting
the elastincollagen matrix [27] The most irteresting
fesult of the present study is that normotensive type 2
diabatic patients with PN had a higher likelihood of
elevated PWV,

Obesity is a common confouncer of both diabetes ard
hypertension. Intuitively ore would think that obesity,
being related to higher cardiovascular risk would be
positively related to elevated arterial stiffness, However
the litzrature shows conflicting data [28-32|, In their re-
view cbout risk factors associated with PWV, Cacelja et al.
found that enly 13% of the relevant publications raported a
positive association between BMI and PWV [4]. Several
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authors reported a negative association [33.34) ar no as-
sociation [30-32]. Indeed overestimation of the artarial
path length or dlinical confounders of obesity could skew
results. In a large cohort where these issues distances
measurement technigues were ass2ssed, Desamericy et al.
did not find ary relationship between weight status and
PWV [32]. Our data were obtainzd with surface measurs-
ment and found a weak negative rzlationship. In the
interaction analysis, BMI did not interact with PN and
blood pressure and despite the lowest prevalence of
abesity, normotensive patients with PN had the highest
proportion of PWV above the 90tk percentile.

Hypertension has been shown to be a risk factor for FN
in type 1 and type 2 diabetic patients |21,35] Similarly, in
our pepulation of type 2 diabetic patients, PN was asso-
cated with hypertersion. PN has also previously been
reported to be associated with elevated arterial stiffeaing
[14-18]. In 2 previous work, we looked at total artarial
sompliance — the opposite of stifress - intype 2 diabetic
patients over 50 vears of age [17]. PN was as<ociated with
low tetal arterial compliance, independzntly of classical
cardiovasculer risk factors includirg hypertenson and
independently of the presence or absence of slent
myocardial ischemia, and also te a lesser extent with
hizher pulse pressure. However in this study, unlike the
prasent onz, we did not use the gold standard methodol-
ogy for large artery stiffness: carotid-f2moral PAV. What
is more, differentiation between normotensive, hyperten-
sive with or without PN wes not studied. In a cos-
sectional study of primary care patients over 65 years of
age, Che et al reported, like in our study, that pulse
prassure - a surrogate approximation of stiffness - was
pesitively assodated with the presence of PN in diabetzs
|35]. Similar results were also found when using brachial-
anklz PWV [161713], However, brachialankle PWV is a
compesite measure of aortic and lower limb stiffness
which can be influenced by peripheral arterial diseases. In
aur study we used carotid-femoral PWV, which is
considered as the gold standard for arterdal stiffness
measurement, ard none of the patients had peripkesal
arterial disease.

Cardoso et al. obsarved that patients with peripleral
neuropatty had an B0% higher Likelihoed of having also
alevated PWV [14]. However they defined elevated art=nal
stiffness as being above a 12 m/s threshold and did not
adapt thair threshold to age and bloed pressure. As aze
and pressure are the main determinants of arenial suff-
ness [4], itis important to defne elevated MWV according
to these parametzrs [25]. In the present study we strictly
considzred elevated aortic PWV by comparing zortic PWV
values with ege and BP adapted reference range.

Among normotensive patients, those with PN were
twicz more likely to have PWV value above the 90th
percantile compered te those without PN (53% vs 27%,
Table 4 and Fig 1), The percentage of rormotersive pa-
Lients with PN with elevated PWV was also higher then in
hypertensive patiznts with cr without PN (53% vs 33% and
31%, Table 4 and Fig. 1) Inthe interaction analysis with FN
and hypertension, no sgnificant relationship was found

with any of the othar well-establishad risk factors for
arterial stiffness |Table 4). The apparent protective influ-
=nce of hypertension against ertenal stiffening in patizrts
with PN is surprising and might be due to the usz of
antihypertensive treatments. Overall, blood pressurs of
our hypertensive patients was well controlled and several
studies have shown that long term antihypertensive
treatments have scme beneficizl eflects on arteral stiff-
ness beyond blood pressure lowering [37 41]. These
studies also found that renin-angiotensin-aldosterone
system inhibitors might be the most effective to posi-
tively act en arterizl remodeling and stiffness [41-43). In
our data. it was not possible Lo test for the =ffect of one
anti-hypertensive dass above another because this is an
observational non-randomized study with treatment
guided by standard clinical practice. We even observed
that hypertensive subjects under renin-angiotersin-
aldosterone systern iphibitors treatmant were more
likely to have PV above the C0th percertile than patizrits
nct receiviag it (data not shown). This observation cannot
conclude en the potential effect of trearment but poirts
towards a higher dinical use of renin-angiotersin-
aldosterone system inhibitors in patients with more dia-
betic complications,

The cause and effect relationship between arterial
stiffness and PN is not dear. PWV was above the 90th
threshold in about one in four normotensive patizris
without PN. This indicates that arterial stifferirg can
happen before the onset of hypertension and PN and
hence might contribute tc impair nerve function. Because
of the loss of the buffering =fect, arterial stiffening alone
or in corjunction with hypertension could lead to
increased pulsatility and shear stress in small vessels
which in tum might reduce reve conduction activity
[44.45], Conversely peripheral newopathy could ageravate
arterial stiffening a4 suggestd by the higher propartion of
nermictensive patients with PN who also had elevated
PW\V (53%. Kaz2ss et al [46] recently showed in the Fra-
mingham longitudinal commurity cohert that elevated
PWV in normotensive subjects was associated with higher
risk of incident hypertension. Kaess' study was performed
with the gold standard carotid-femoral PAVV and confirms
pravieus ones using other methads [47-50], It highlights
that increased aortic stiffn2ss could potentially lead to
hypertersion. [a normotensive diabelic pat:ents, PN might
contribure te alter arterial stiffness ard peripheral resis-
tance by promoting medial arterial calaification, altering
vessal tone and vasomotion [ 18517 and might lead later to
hypertersion. A longitudinal follow-up of these patiznts is
required te evaluate the pathophysiological progression of
the damag2 to macro and microvasculature,

Anctker underlying factor betweer hypertensicn and
PN could also reside in some alterction in cardiac auto-
nomic n2rvous system. Liatis el al. found an association
between PWV and cardiacautonomic nevropethy in type 1
diabetic patients |52 ], In our type 2 diabetic cohort, candiac
autonomic neuropathy was properly evalualed in only 65%
of the patierts. In this subgroup, the prevalerce of CAN
was higher in patients with PN which is not surprising as
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these both complications share common pathophysiclog-
ical factors. However, we did not find any association cf
(AN with aortic stiffoess PWV (Tables 3 and 41 Mor2
specific studies, with more precise CAN assessment and
desrrption incliding more specific assessmert of vagal
and sympathetic activity, are requred to analyze the as-
sociation between cardiac neurcpathy and large and small
artery stiffness,

Diabetic patients might enter a vicious circle cycls
where one disorder could cause another coewhichin tum
sustaing the first one, Neurcpathic damage could lead 1o
arterial stffeing and hypertension and wce versa Whlz
our observational data does not allow us to demoenstratz
this circular relationship, it however emphasizes the
importance of careful management of diabetic patients
with N to prevent the orset of hypertension and its
associated @ardiovascular complizations. Malik et al
investigated the effect of ACF inhibitian in normntersivs
patients with mild dizbetic nevropathy. In a randomized
double-blind placebo-controlled study, they showed that
trandolaprl may improve peripheral nerve conduction
|53, Whether the blockade of the renin angiotensin sys-
tern might improve serve corducticn in normotersive
diabetic patients with PN by reducing arteria stiffnzss and
whether it could prevent nadent hypertersion, deserve
being testzd in further studies.

Our study has some limitations. This was a cioss-
sectional observational study, and so the association be-
tween arteriel stiffress and PN could only be observed but
cannot be mechanistically explained. Dur cohon was
recmited fram parients refered 0 aur diabatology
department. They were likely tc have more complications
than the general diabetic population. Patient treatment
was guided through standard medical practice, preventing
us to be able to study spedfic drug effects on arteriel
stifiness, We did not assess patient’s physical activity
which could be refated 1o arterial stiffness status [54].
However 3 high proportion of sur patients had diabetes
with rmwultiple complications and the majority of thern
were sedentary with very limited physical activity. We
used the reference ranges for PWV which have been
esteblished from 11 092 patients with and witheut car-
diovasculer risk but who were not dizbetic and no under
antihypertensive or lipid treatment [25]. On2 could arguz
that this reference range is hence not applicable to a dia-
betic population However the objective of referencs ranga
values is to have a tool o compare MWV to a generel
population, This does not contradict the fact that diabetic
patients have higher stiffness then individuals without
diabetes. We chose to use the S0th percentile in crder 1o
compare diabetic patients with or without PN, this cut-off
is rather high and provides turther evidence that thz
presence of PN s assodated with accelerated arteriel
stiffening above what is expeded from diabetes alone
Finally PN was only assessed by using a dizgnostic crite-
ror. for a probable PN accerding to the recent intema-
tinral Taronta consensus [22] Our patents were recniterd
during the routine clinical care of a diabetology depart-
ment and it was not possible to perform more rigorous
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assessments such a5 specific eledtrophysiological mea-
surements, The present firdirgs should be confirmed with
rore stringent measurements of nerve function incuding
conduction veloaties and specific evaluation of small fber
reuropathy

We studied the prevalence of elevated artzrial stiffness
in patients with type 2 diabetes, Compared to relerence
range accerding to their age and blood pressure level, the
aorta of diabetic hypertensive subjects was not stiffer than
diabetic normotensives whatever was the PN stetus v the
CAN status, While cur study does not allew us 1o confirm
it, this finding might be due to the beneficial effect of anti-
typertensive treatments. However among normotensive
subjects, the preserce of PN inaeased by 2 fold the like-
lthood of having a "WV value above the 90th percentile,
Further studiss are required to elucidate the cause and
effect relationship between PN and artedal stiffness.
Finally normatersive type 2 diabetic patients with PN and
elevated artenal stiffness sheuld be carefully managed to
prevent the enset of future macrovascular complications.
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3.6 Elasticité hépatique et rigidité artérielle

Elasticité hépatique et rigidité artérielle sont étroitement associées chez les patients

diabétiques de type 2 ou en surpoids ou obéses sans traitement anti-hypertenseur

Présentation orale au congrés de 'ALFEDIAM 2013

3.6.1 Introduction

Les troubles métaboliques et la stéatohépatite non-alcoolique (NASH) sont étroitement
associés. Avec la prévalence croissante de 1'obésité, du diabéte et du syndrome métabolique
dans la population générale, la NASH est devenue la cause la plus fréquente de la maladie
hépatique chronique. Une étude récente a constaté que 34 % de la population adulte aux Etats-
Unis a une accumulation excessive de graisse dans le foie, la plupart sans rapport avec 1'abus
d'alcool [518].

Les sujets qui présentent une NASH ont donc une 1égere augmentationdu risque de déces par
rapport a la population générale. Environ 1 sur 30 de ces patients peuvent développer une
cirrhose ou une complication liée au foie. La cirrhose et la présence d'une intolérance au
glucose (ITG) / diabéte sont des facteurs de risque de mortalité globale chez les patients avec
NASH et doivent donc étre identifiés et traités de facon intensive lorsque cela est possible.
Toutefois la mortalité globale, le taux de mortalité liée au foie, et le développement de la
cirrhose chez les patients suivis par des généralistes ont été trouves étonnamment inférieurs a
ceux observés chez les patients adressés aux spécialistes [519].

Une dysfonction endothéliale a été montrée chez les sujets avec une NASH. L'augmentation
des acides gras alteére la signalisation insulinique dans I'endothélium et la production de NO
d'une maniere dose-dépendante par 'activation de I'inhibiteur de la NFkB kinase. La
gluconéogenese hépatique augmente dans la NASH ainsi que la résistance a l'insuline
hépatique qui est associée a une augmentation de la sécrétion d'insuline afin de maintenir un
taux normal de production hépatique de glucose a jetin. Cette demande chronique a un impact
sur la cellule béta pancréatique qui est susceptible de contribuer au développement du DT2.
La NASH est un facteur de risque indépendant d'augmentation de la protéine CRP et de
développement d'une inflammation systémique. L'hyperglycémie favorise elle méme le
développement de la dyslipidémie athérogeéne et de I'hyperproduction de VLDL.
L'accumulation de triglycérides au niveau myocardique qui est observée dans 1'obésité et le
TD2, est associée a la résistance du myocarde a l'insuline, a I'altération du métabolisme

énergétique et a la dysfonction ventriculaire [520].
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Auteur (année)

Méthode utilisé pour la

Critére de jugement

Augmentation

[référence] diagnostic de NASH du risque CV?*
Villanova et al (2005) [521] Biopsie hépatique Fonction endothéliale Oui
Brea et al (2005) [522] Echo hépatique Epaisseur Carotide Non
Volzke et al (2005) [523] Echo hépatique Epaisseur Carotide Non
Targher et al (2005) [524] Echo hépatique Evénements CV Oui
Targher et al (2006) [525] Biopsie hépatique Epaisseur Carotide Oui
Mirbagheri et al (2007) [526] | Echo hépatique Angiographie coronaire Oui
Hamaguchi et al (2007) [527] | Echo hépatique Evénements CV Oui
Schindhelm et al (2007) [528] | Dosage ALAT Evénements CV Oui
McKimmie et al (2008) [529] | Scanner Epaisseur Carotide Non
Fracanzani et al (2008) [530] | Biopsie ou Echo Epaisseur Carotide Oui

hépatique
Goessling et al (2008) [531] Dosage ASAT/ALAT Evénements CV Non
Haring et al (2009) [532] Echo hépatique Evénements CV Oui
Poanta et al (2011) [533] Echo hépatique Epaisseur Carotide Non

Intima

* Aprées ajustement pour les facteurs de confusion

Tableau 22:Etudes du risque cardiovasculaire chez des patients avec NASH

D'apres [520].
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3.6.2 Vitesse de I'onde de Pouls (VOP) et mortalité

La vitesse de ’onde de pouls est plus élevée chez les patients atteints de NASH [534].
Comme nous 1’avons vu dans I’introduction la VOP aortique est un prédicteur puissant des
événements cardiovasculaires futurs et de la mortalit¢ de toutes causes confondues. La
capacité prédictive de la rigidité artérielle est plus élevée chez les sujets présentant un risque

cardiovasculaire de base plus élevé.

Référence Population Age Hommes Suivi VOP m/s Seuil VOP
N) (années) (%) (années) (M= DS) (Haut vs bas)
Anderson et | Population 60+ 10 51.1 19.6 10.2+£2.1 >10.6 m/s
al., générale- non (tertile sup)
2009 [271] diabétiques
(n=174)
Blacher et Dialysés 51.5+16. 61.0 6.0 11.1£3.1 >12.0 m/s
al., (n=241) 3 (tertile sup)
1999 [272]
Boutouyrie | Hypertendus 51+12 65.0 5.7 11.5+£3.5 >12.3 m/s
et al., (n=1,045) (tertile sup)
2002 [273]
Choi et al.,, | Angor 57.7+ 10. 47.7 2.6 >12.5m/s
2007 [274] (n=497) 1 (tertile sup)
Cruickshan | Diabéte 60+ 10 60.0 10.7 11.6+3.8 augmentation
k et al., (n=394) de 3.8-m/s
2002 [275]
Laurent et | Hypertendus 50+13 65.5 9.3 11.5+34 augmentation
al., 2001 (n=1,980) de 5-m/s
[276]
Mattace- Population 71.7+6.7 39.0 4.0-9.0 13.3+£29 >14.6 m/s -
Raso et al., | générale hommes;
2006 [277] (n=2,835) >14.2 m/s -
femmes

Meaume et | Sujets >70ans | 87.1+6.6 27.0 2.5 142+3.1 >17.7 m/s
al., (n=141) (décile sup)
2001 [535]
Mitchell et | Population 63+ 12 42 7.8 9.3(7.8-11.8) | >9.3 m/s
al., 2010 générale médian (médiane)
[536] (n=2,232) (interquartile)
Pannier et Dialysés 53.1+16. 62.0 5.8 11.1+3.1 Tertile sup
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al., (n=305) 2

2005 [537]

Shoji et al., | Dialysés 55.4+10. 41.0 5.3 8.6+22 >8.2 m/s

2001 [281] (n=265) 5 (médiane)

Shokawa et | Minorité 63.7+ 8.8 44.7 10.0 9.7+1.9 >9.9 m/s (seuil

al., ethnique d'une courbe

2005 [282] (n=492) ROC)

Sutton- Population 73.7£2.9 48.0 4.6 9.0+3.9 >8.4 m/s

Tyrrell et générale hommes; >7.9

al., (n=2,488) m/s femmes

2005 [538]

Terai et al., | Hypertendus 62+ 12 55.0 4.8 9.0£0.6 >8.8 m/s

2008 [539] (n=676) (médiane)

Wang et al., | Population 52413 53 15 9.5+£23 Augmentation

2010 [285] générale (hommes) de 2.3 m/s,
(n=1,272) 9.5+25 hommes;

(femmes) 2.5 m/s,
femmes

Willum- Population 40-70 52.0 9.4 11.3+£34 >13.1 m/s

Hansen et générale (quintile sup)

al., (n=1,678)

2006 [540]

Zoungas et | Dialysés 55+13 67.6 3.6 >9.9 m/s Seuil continu

al., (n=207) (seuil)

2007 [541]

ESRD : Insuffisance rénale terminale.

Tableau 23: Récapitulatif des études qui ont trouvé une association entre la VOP et les
événements cardiovasculaires

D'apres [542].
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3.6.3 Objectif

Notre objectif était de rechercher une relation entre la sévérité de la fibrose hépatique et la
rigidité artérielle dans une population de patients diabétiques de type 2 et chez des sujets en

surpoids ou obeses en 1’absence de diabete connu.

3.6.4 Mesure de la fibrose hépatique : le Fibroscan

La sonde mesure la vitesse de propagation
de l'onde sur 4 cm de long
Pressure indicator +
Patient ID Contact indicator

Review each
measures

Check success
rate

Control invalid
measurement

Figure 64: Principe du Fibroscan.

Le principe du Fibroscan® repose sur une constatation histologique : plus le foie est fibreux,
plus il est dur. L’¢lasticité du foie peut donc étre utilisée pour prédire le stade de fibrose. Pour
la mesurer, le Fibroscan® utilise 1’élastométrie impulsionnelle.

La vitesse de propagation de I’onde de choc calibrée exercée par la sonde de I’appareil est
mesurée par ultrasons. La mesure obtenue permet de quantifier la dureté du foie : plus il est
dur, donc fibreux, plus la propagation de I’onde est rapide. Cette élasticité s’exprime en kilo
Pascal (kPa) comme pour une pression.

Le patient doit étre a jein depuis 2 heures. Les mesures sont réalisées sur le coté droit, au
niveau du foie, par voie intercostale. Le patient est allongé sur le dos avec le bras droit relevé
derriere la téte. La sonde est perpendiculaire a la surface de la peau. Le patient percoit la
percussion du vibreur sur la peau de fagon totalement indolore (pichenette). 11 est parfois
nécessaire de faire les mesures en apnée. L’ opérateur doit réaliser au moins 10 mesures

valides.

3.6.5 Meéthodes
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Nous avons recueilli de fagon rétrospective les données chez 106 patients suivis dans notre
service sans antécédent hépatique ni consommation abusive d’alcool. Parmi eux 89 étaient
diabétiques de type 2. Les patients ont eu un examen de 1’élasticité hépatique et de la rigidité
artérielle pendant leur hospitalisation. Pour notre étude le seuil de 8 kPa était utilisé pour
définir les patients avec une fibrose et une VOP >11m/sec pour définir le groupe avec une
rigidité artérielle.

Pour 10 patients nous n'avons pas pu obtenir de données complétes sur leur traitement.
L’analyse porte donc sur 96 patients. Pour I’étude seulement les patients traités pour leur

HTA ont été considérés comme hypertendus (HT).

3.6.6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SPSS statistiques (version
13.0, Chicago, IL). Les variables ont été¢ exprimées en moyenne + SD ou sous forme de
pourcentages. Le coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé pour mesurer les
associations entre les variables continues. Un modele de régression linéaire ajusté sur, 1’age,
la durée du diabéte et la PA systolique a été utilisé. Les groupes ont été comparés par l'analyse
de la variance lorsque les écart types étaient homogenes. Lorsque les écart types n’étaient pas
homogenes, méme apres transformation, nous avons utilisé des tests non paramétriques. Le

test du chi carré a été utilisé pour les variables catégorielles et pourcentages.
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3.6.7 Résultats

TOTAL NORMOTENDUS | HYPERTENDUS p*

(N=96) (N=37) (N=59)
SEXE (F/M) 46/50 19/18 27/32 0,594
AGE (ANNEES) 54,8+12 51,1125 57,1£11,2 0,015
IMC (kg/m?) 31,8+6,6 31,6+7 31,9+6,3 0,831
FREQUENCE CARDIAQUE 70,7412 69,8+11,1 71,3£12,6 0,564
(bpm)
DIABETE (OUI/NON) 83/13 28/9 55/4 0,014
DUREE DIABETE (ANNEES) 8,3+£7,7 5,74£5,5 9,6+8,4 0,062
ELASTOMETRIE (kPa) 6,9+4,6 7,8+6,2 6,3+3,2 0,646
GLYCEMIE A JEUN (mmol/L) 7,34£2,6 7423 7,5+2,8 0,408
HbA1lc (%) 7,2+1,4 7,1£1,6 7,2+1,4 0,765
FRUCTOSAMINE 276,5+58,1 274,6+62,9 277,9+55,2 0,791
CREATININE (nmol/L) 84,7+23,7 79,1154 88,2+272 0,068
CHOLESTEROL TOTAL 4,8+1 4,7+0,9 4,9+1,1 0,2167
(mmol/L)
HDL-C (mmol/L) 1,3+0,4 1,2+0,3 1,3+0,4 0,421
LDL-C (mmol/L) 2,8+0,9 2,7+0,9 2,8+1 0,74
TRIGLYCERIDES (mmol/L) 1,9+1,9 1,6+1,1 2,0+2,3 0,368
ASAT (U/L) 26,6+9,7 25,8+11,3 27,148,5 0,531
ALAT (U/L) 30,5+18,2 28+20,5 32,1+16,5 0,291
GGT (U/L) 48,8+75,2 46,4+50,4 50,4+88,5 0,802
FERRITINE (ng/L) 152,3+149,2 112,4+£79,5 177,2+175,8 0,274%
MICROALBUMINURIE 55,7+£184.,9 17,7+£24.9 84,2+240,9 0,350
24H (mg/L)

*ANOVA 1 TESTS NON PARAMETRIQUES

Tableau 24: Caractéristiques de notre cohorte.

Parmis nos patients hypertendus 21,9% était sous IEC et ou ARA2 20,8% sous diurétiques et

19,8% sous B-bloquant.
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TOTAL | NORMOTENDUS | HYPERTENDUS p*
(N=96) (N=37) (N=59)
PAS (mmHg) 130,617, 123,4+13.,9 135,1+18,6 <0,001
8
PAD (mmHg) 75,1£10,5 72,8+8,5 76,5+11.4 0,253+
PP (mmHg)( 55,5+15,2 50,6+11,1 58,6+16,6 0,011
PAM (mmHg) 94,3+12,0 90,7+9,9 96,5+12,7 0,114
FREQUENCE 70,7+12 69,8+11,1 71,3£12,6 0,564
CARDIAQUE
(bpm)
PAS AORTIQUE | 118,8+16, 112,1+13,1 123,1£17,7 0,002
(mmHg) 9
PAD AORTIQUE | 76,2+10,7 74,0+£8,7 77,5+11,6 0,283+
(mmHg)
Alx (%) 23,3%11,2 21,3£11,6 24,6+10,9 0,165
VOP (m/sec) 8,8+2,2 8,0+2,2 9,3+2,1 0,008

*ANOVA 1 TESTS NON PARAMETRIQUES

Tableau 25: Parameétres hémodynamiques

Les patients normotendus et hypertendus différaient sur la PAS périphérique et centrale et la

VOP.
VOP<I1 | VOP>11 | TOTAL P
NORMOTENDUS | ELASTO<8 | 29(302%) | 0(0%) | 29 (30,2%) | <0,001
ELASTO>S 4(42%) | 4(42%) | 8(8,3%)
TOTAL 33 (34,4%) | 4(42%) | 37 (38,5%)
HYPERTENDUS | ELASTO<8 | 38(39,5%) | 11 (11,5%) | 49 (51,0%) | 0,373
ELASTO >8 9(94%) | 1(1,0%) | 10(10,4%)
TOTAL 47 (49%) | 12 (12,5%) | 59 (61,5%)

Tableau 26:Rigidité artérielle et fibrose hépatique.

La fibrose hépatique est fréquente, montrée chez 19% (18/96) de cette population

principalement de patients DT2. Chez les normotendus la rigidité artérielle est plus

fréquente quand la fibrose hépatique est présente 50% (4/8) vs absente 0%, p<0.001.
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Figure 65: Corrélation entre VOP et élasticité hépatique.

Apres ajustement sur l'dge, sur la durée du diabete et la PA systolique; R=0,28, p=0,008.
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Figure 66: Corrélation entreVOP et élasticité hépatique chez les normotendus

Chez les normotendus la VOP restait corrélée a | ’élasticité hépatique apres ajustement sur

l'age, sur la durée du diabete et la PA systolique : R=0,712 p<0,001.
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Figure 67: Corrélations entre VOPet élasticité hépatique chez les hypertendus
Chez les hypertendus la VOP n’était pas corrélée a I’¢élasticité hépatique.
Le traitement de I'hypertension qui diminue la VOP pourrait étre un facteur confondant

susceptible d’expliquer 1’absence de corrélation.

3.6.8 Conclusion

La fibrose est de plus en plus appréciée comme un acteur majeur dans le dysfonctionnement
d'autres types de tissus et récemment pour le tissu adipeux. Dans l'expansion du tissu adipeux,
I'hypoxie généralisée conduit a une augmentation excessive de matrice extracellulaire (MEC),
une accumulation dans les tissus adipeux avec un impact pour la dysfonction métabolique
[543].

La fibrose peut aussi étre le résultat d'une inflammation locale. La fibrose est généralement
définie comme une accumulation excessive de composantes de la MEC, qui peut résulter d'un
déséquilibre entre 'exces de syntheése des composants fibrillaires, tels que les collagenes I, T11
et VI, et une diminution de la dégradation de ces protéines.

L'impact pathologique de la fibrose et de 1'inflammation sur I'obésité et les troubles
métaboliques liés a 1'obésité a été largement étudié au cours des dernieres années. Malgré de
nombreuses questions non résolues, des études ont permis d'élucider certains mécanismes
moléculaires sous-jacents de la régulation du tissu adipeux, de son remodelage et de son
impact sur la dysfonction métabolique, chez I'hnomme. L'accumulation de la fibrose est
l'aboutissement de plusieurs processus pathologiques et peut affecter différents organes, tels

que le foie, le cceur et les reins [544].
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La rigidité de l'environnement extracellulaire joue un rdle dans 1'orientation de la division
cellulaire et le maintien des limites des tissus ; elle dirige la migration et la différenciation
cellulaires. En outre, la rigidité de la MEC est importante pour maintenir I'homéostasie
tissulaire normale, et lorsque la mécanique de la matrice devient déséquilibrée, la maladie va
progresser [545].

On sait que la rigidité artérielle est corrélée aux taux sériques d’enzymes qui induisent la
fibrose [546]. Chez nos patients la fibrose hépatique est fréquente : 19% dans cette population
principalement de DT2. Sa sévérité est corrélée indépendamment de 1’age et de la PA a la
rigidité artérielle, un témoin précoce d’athérosclérose périphérique chez des sujets plus jeunes
et normotendus.

Ce qui était inattendu était la disparition de l'association entre la fibrose hépatique et la
rigidité artérielle chez les hypertendus, sans doute en rapport avec le traitement
antihypertenseur qui en diminuant la VOP, a pu attenuer cette association.

Rappelons enfin que certains antihypertenseurs comme les IEC inhibent les MMP [547] et
modifient la MEC, et pourraient éventuellement diminuer la fibrose [548].

Suite a cette premicre analyse rétrospective sur une population limitée nous avons entrepris

une série prospective et devons prochainement analyser les résultats

Chez les normotendus
MMP

ELASTICITE
HEPATIQUE

) o
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Figure 68: Hypothése physiopathologique

Chez les normotendus la VOP restait corrélée a l’élasticité hépatique.

Chez les hypertendus traités la VOP n’était pas corrélée a l’élasticité hépatique.
Hypothese physiopathologique : Les IEC peuvent a la fois diminuer la VOP et inhiber les
MMP responsables de I’accumulation de la MEC et de la fibrose hépatique.
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4 Conclusions

Dans la premiére partie de la these, nous avons effectué une étude métabolique chez des sujets
obeses sans dysglycémie connue au moment de 1'étude, recrutés de fagon prospective dans le
cadre de leur bilan d'obésité. Cette étude s’inscrit dans les travaux de Monnier portant sur la
contribution de la glycémie post prandiale a I’exposition totale au glucose, exprimée par le
taux ’HbAlc.

Notre objectif était d’améliorer notre connaissance de la variabilité glycémique et de
comprendre son role physiologique dans les complications du prédiabéete et du diabete. Nous
avons intégré de holters glycémiques et calculé des indices de la variabilité glycémique dans
les états prédiabétiques. L’intérét de ces travaux réside dans 1’existence d'association entre la
neuropathie périphérique, la rétinopathie et I'intolérance au glucose : la présence d’un stress
oxydatif de faible amplitude répétitif lié a la variabilité glycémique pourrait favoriser ces
complications précoces.

Nos résultats ont montré que la variabilité glycémique est plus forte en présence d’une
dysglycémie et augmente avec I'HbAlc. La perte du contrdle de la glycémie post-prandiale
est observée avant la détérioration de la glycémie a jeun et précede l'apparition du diabete. La
glycémie post prandiale est le principal contributeur de I’hyperglycémie globale, dans tous les
quartiles d’HbA 1c, méme si cette contribution diminue de premier au quatriéme quartile (pour
une HbAlc de 5,1% a 7,4%). Ainsi, la contribution plus forte de la glycémie post-prandiale
sur I’hyperglycémie globale pour les taux d’HbA 1c plus bas rapportée par Monnier et al chez
les DT2 se retrouve également dans le prédiabete, méme pour des taux d’HbA 1¢ normaux.

En outre, nous avons retrouvé une bonne corrélation entre la cinétique de la charge orale en
glucose et celle d’un petit déjeuner standardisé. Ce repas est plus physiologique et ressemble
aux habitudes alimentaires des Francais. Nous avons de ce fait utilisé ce petit déjeuner comme
test dans les études NUTRIVASC et INSUVASC.

Dans la deuxiéme partie de la thése qui correspond aux résultats de 1I'étude NUTRIVASC,
nous avons décrit la réponse physiologique des intégrateurs du risque cardiovasculaire
pendant la période post-prandiale chez le sujet agé sans facteur de risque cardiovasculaire.
Nous avons en outre évalué I'impact des recommandations du PNNS.

Chez les personnes agées saines, I'augmentation du débit cardiaque apres I'ingestion d'un
repas dépend de I'augmentation de la FC sans que cet effet passe par l'inhibition vagale (qui
est immédiate) ou l'activation sympathique cardiaque. Les résultats hémodynamiques
montrent qu’en post-prandial, la PAS périphérique et centrale et la PA moyenne diminuent.
Le retour veineux augmente et contribue probablement a la redistribution du flux sanguin vers
la circulation splanchnique.

323



L'explication de 1’augmentation de la FC pourrait venir de I’effet du GLP1 car les récepteurs
GLP-R1 ont été identifiés sur les cardiomyocytes a proximité du noeud sinusal [549]. L'effet
combiné de l'insuline et du GLP-1 peut contribuer a augmenter la FC, y via compris
l'inhibition vagale, I'activation sympathique et éventuellement l'activation des baroréflexes

[550].

Débit cardiaque
augmente a H2

Fréquence cardiaque

augmente a H2 HypOthése

X ’:> <Mécanisme réflexe (distension gastrique)

GLP1
(moins probable car la réponse est
L’activité vagale diminue trés trés rapide)
précocementa H1
et augmente a H2

Figure 69: Probable mécanisme de l'accélération de la FC

Chez les sujets qui suivent les recommandations du PNNS, la FC de repos est plus lente, la
diastole est plus longue et I’indice de la viabilité myocardique est plus élevé. Les
recommandations pourraient donc avoir un effet bénéfique au niveau cardiovasculaire en
améliorant la perfusion myocardique et en limitant le vieillissement vasculaire. Pendant la
période post-prandiale, les sujets qui suivent les recommandations du PNNS ont eu un
AIx@75 (une mesure indirecte de la rigidité artérielle qui dépend de la réflexion) plus bas. Le
retour tardif des ondes de PA diminue l'amplitude de la PAS et la pression pulsée centrale, la

post-charge dans le ventricule gauche et la demande en oxygene du myocarde.
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Figure 70: Résultats de l'étude NUTRIVASC

L'étude INSUVASC a été menée chez des patients atteints de longue date de DT2 avec un
mauvais contrdle glycémique, mais ayant une faible prévalence de complications
microangiopathiques.

Pendant la visite 1 (avant le traitement par insuline), nous avons étudié 1'effet du repas sous
metformine. Le flux sanguin cutané augmentait 1 heure et 2 heures apres le petit déjeuner (+
36,9 % et + 45,6 %, respectivement), avec une amélioration de la fonction endothéliale.
Comme attendu, 4 semaines de traitement par insuline améliorait glycémie a jelin et post-
prandiale, HbAlc et fructosamine.

Nous avons montré qu’un traitement de 4 semaines par insuline en ajout a la metformine chez
des patients DT2 insuffisamment controlés par la metformine et une sulfonylurée améliore la
fonction endothéliale microvasculaire a jeun. Cependant, le traitement par les analogues de
l'insuline n'a eu pratiquement aucun effet supplémentaire sur le FSC basal, ni a jeun ni apres
les repas, comparativement a la metformine seule. Nous avons cependant observé une
amélioration de la fonction endothéliale avec la diminution des marqueurs d'activation
endothéliale, la Sélectine E et VCAM-1, a jeun et apres traitement a l'insuline comme déja
publié par notre groupe. Cet effet favorable pour 1’endothélium n'était pas lié a une
amélioration du stress oxydatif. Nous faisons I’hypothese que les patients bénéficiaient déja
des propriétés antioxydants de la metformine et du jus d’orange du petit déjeuner.

L'indice RHI mesure la fonction endothéliale des petites artéres de la main suite a une
ischémie par la compression de l'artére branchiale. Pendant 1'étude INSUVASC, suite a

I'insulinothérapie nous obtenons aussi, d’apres cet indice une amélioration de la fonction

325



endothéliale pendant la période post-prandiale. Cette réponse devient plus précoce a 1 heure,
et cet effet ne différe pas entre les 3 groupes de traitement insulinique.

La concentration plasmatique de leptine était corrélée négativement avec 1'indice de perfusion
myocardique (SEVR). Les taux de la leptine sont également élevés en cas de maladies
cardiovasculaires, comme I'hypertension, l'insuffisance cardiaque congestive, l'infarctus du
myocarde ou le remodelage cardiaque. Nos résultats suggerent donc que les taux élevés de
leptine pourraient étre un indice d’altération de la microcirculation cardiaque.

Le traitement par insuline a un effet chez les patients avec DT2 ayant une faible activité
vagale avec une FC plus élevée et une diastole plus courte. L’insulinothérapie atténue en post-
prandial les différences sur la diastole méme apres ajustement pour la FC.

L'effet de I'insulinothérapie n'est pas le méme en présence d'une hypertension, 1’activité
autonome est modifiée apres insulinothérapie chez les normotendus (activation sympathique
et inhibition vagale) et pas chez les hypertendus. Le traitement par insuline semble rétablir
l'aspect de la réponse physiologique (activation sympathique et inhibition vagale) décrite dans
I’étude NUTRIVASC, chez les diabétiques normotendus qui montrent une réactivité du
systéme nerveux autonome cardiaque apres un traitement par insuline.

La présence de I'HTA modifie apres un traitement par insuline la rigidité artérielle en post
prandial. Le temps de réflexion de I'onde incidente, la VOP et la fonction endothéliale sont

différents en post prandial chez les diabétiques hypertendus.

MICROCIRCULATION TFonction Endothéliale
a jeun

TFonction Endothéliale
PETITES ARTERES Post prandiale

INSUVASC DT2 atténue les différences

Traitement de la DD%
: : SNA CARDIAQUE
par insuline & Effet sur le vague

HTA vs Normotendus
Restore la réactivité
aux normotendus

RIGIDITE ARTERIELLE HTA vs Normotendus
Difféerente réponse PP

BIOMARQUERS

LEPTINE ET SEVR

Figure 71: Résultats de l'étude INSUVASC.
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La comparaison des populations de NUTRIVASC et d'INSUVASC met en exergue de
différents types de réponses post-prandiales. Les sujets sains n’avaient pas une rigidité
artérielle élevée et présentaient une meilleure fonction endothéliale avec un flux sanguin plus
bas. Les résultats a jeun ont montré que 1'effet bénéfique sur la diastole et la rigidité artérielle
dépendait de la FC, qui était plus basse dans le groupe NUTRIVASC.

Pendant la période post-prandiale, durant laquelle il existe toujours une différence sur la FC,
nous avons retrouve les mémes différences entre les 2 populations sur les PA systoliques et
pulsées, périphériques et centrales. La réponse de la PAS aortique n'est pas la méme : dans la
population de NUTRIVASC, il y a une diminution de la PA contrairement a la population
d’INSUVASC qui exhibe une petite augmentation.

I1 existe une dissociation de la réponse post-prandiale de I'Alx en périphérie et au niveau
aortique entre les 2 populations. Les patients diabétiques augmentent leur Alx a la fin du test
et ce résultat persiste méme apres ajustement sur la FC (AIx@75) et a été reproduit sur les

enregistrements d'ENDOPAT.

{  NUTRIVASC
Py |FC,IRA, 1RHI, |FSC
NUTRIVASC vs
INSUVASC (V1)
- ,  NUTRIVASC

|PAS, |RA (AiX@T5)

Figure 72 : Nutrivasc vs INSUVASC (V1) résultats
RA : Rigidité Aortique

Dans la derniére partie de notre travail, nous avons étudié I’influence de la neuropathie
diabétique et de la fibrose hépatique sur la rigidité artérielle des diabétiques. Pour les 2
parametres, le traitement antihypertenseur semblait exercer un effet protecteur chez les
patients hypertendus. La rigidité artérielle devrait étre évaluée dans les DT2 avec neuropathie
périphérique et en cas de fibrose hépatique.

Parmi les patients diabétiques normotendus, ceux avec une neuropathie périphérique étaient
deux fois plus susceptibles d'avoir une valeur de VOP au-dessus du 90éme percentile des
valeurs de référence que ceux sans neuropathie (53% vs 27 %,). Le pourcentage de patients
normotendus avec neuropathie périphérique ayant une VOP élevée était €également plus élevé

que chez les patients hypertendus avec ou sans neuropathie périphérique.
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La fibrose hépatique était fréquente dans notre série de patients principalement diabétiques de
type 2. Sa sévérité était corrélée a la rigidité artérielle indépendamment de 1’age et de la PA
qui est un témoin précoce d’athérosclérose périphérique, chez des sujets plus jeunes et
normotendus. La disparition de 'association entre la fibrose et la rigidité artérielle chez les
patients hypertendus était inattendue.

11 apparait donc que I’effet du traitement par insuline sur les intégrateurs du risque
cardiovasculaire devrait étre étudié séparément chez les patients hypertendus et normotendus.
Notre travail montre I’intérét des explorations de la phase post-prandiale et I’étude des

plusieurs cibles cardiovasculaires pour comprendre les différences de la PA et de la FC.
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5 Annexe

5.1.1 Paramétres mesurés et calculés par Sphygmocor

PARAMETRE FORMULE SYMBOLE UNITES

Début de I'onde To msec
Temps pour le ler pic- T1 msec
Aortique

Temps pour le 2eme pic- T2 msec
Aortique

Fin de l'onde TF msec
Temps nécessaire pour le Tr msec

retour de l'onde de
réflexion. Tr est le plus

souvent > T1

Durée de I'éjection: de T, ED=T(incisura)-T( ED msec
qui représente
l'ouverture de la valve
aortique jusqu'a sa

fermeture

Période, la durée PD=TF-Tp PD msec

moyenne d'un onde

FC HR= 1000x60/PD HR Bat/min

Variables de la pression

Pressions systoliques et Sp, Dp mmHg

diastoliques périphériques

Pressions systoliques et Sp, Dp mmHg
diastoliques aortiques
Pression pulsée PP=Sp - Dp PP mmHg

périphérique et Aortique
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Pression moyenne " MP mmHg
P
Périphérique et ‘
pheriq Mp— _ITo
Aortique. o
(Vrai calcul sans Pi=Points de pression,
approximation) n=nombre
PA moyenne - MP mmHg
. 5P
(Systolique, MP(Sp) nr
Diastoliques)
T P
AN . 0

Tableau 27: Paramétres de l'onde centrale.
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PARAMETRE

FORMULE

SYMBOLE

UNITES

Pression & Ty (premier pic)

P1

mmHg

Pression aT; (deuxieme pic)

P2

mmHg

Augmentation

(pour l'onde aortique)

AG—P5-P 4

AG

mmHg

Index d'Augmentation
(AG/PP, P2/P1)

AG/PP : 1l s'agit de la de
'augmentation ou la
diminution de la hauteur de
la pulsation suite a la
présence de l'onde de
réflexion.

P2/P1: 1l s'agit de la taille du
pic de l'onde de réflexion par
rapport au pic de l'onde

incident e

AIAG/PP) = Spf’ 5 r;’ ) x10

p.-P(T,
it L/

AHPHJPT/}= PT‘PII(L};;I

Al

%

Pression de 'onde incidente

aT

P?H:PT-D,D

P1H

mmHg

PA télosystolique

ESp=P(ED)

ESp

mmHg

Indice de Buckberg (Sub-
Endocardial Viability Ratio,
SEVR, Ad/As)
Aire sous courbe systolique
/min= Tension Time Index (TTI)
- Aire sous courbe
diastolique min =
Diastolic Time Index

(DTI)

sevR= 2 v100
~mr

ITI=HRxMP(Sp)x(ED-Ty)
DT1=HRxMP(Dp)x(T-ED)

SEVR

mmHg

Tableau 28: Index d'augmentation et SEVR.
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5.1.2 Variables mesurés par impédancemetrie cardiaque (ICG)

Les variables suivantes peuvent étre mesurés avec I'lCG:

7

Z( [ohm] est I’'impédance thoracique déduite du signal ICG

1 "u_rR:n-J
T ———— | {Zy(7)- )
ToRsit ™ ORSE 13,

Left Ventricular Ejection Time (LVET)
LVET [ms] est la période entre I’ouverture (B) et la fermeture aortique (déduit de I'ICG).

Pour la détermination du point X, 1’algorithme est utilisé en

LVET = ty,—ty,

Pre Ejection Period (PEP)
PEP [ms] est la période entre I’onde R de ’ECG et I’ouverture (B) de la valvule aortique
de ’'ICG:

PEP = tg,—l s,

Volume d’éjection (Stroke Volume SV), indice de pulsatilité (Stroke Index
SI)
Le volume d’éjection est la quantité de sang [ml] que le ventricule gauche éjecte a chaque
battement de coeur dans 1’aorte. L’indice de pulsatilité est le volume d’éjection rapporté au
Body Surface Area (BSA) du patient:
'J'f 2

~ +CF.+LI”ET oy BY

Z 0 BSA

Débit cardiaque (Cardiac Output CO, Cardiac Index CI)

CO [V/min] est la quantité de sang qui circule par minute dans tout le systéme

cardio-vasculaire. CI [I/(min * mz)] est rapporté au BSA (surface corporelle)
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CO = SV-HR
- CO
BS54
Résistances périphériques totales (Total Peripheral Resistance TPR, TPRI)

TPR [dyne*s/cms] correspond a la difficulté qu’a le ventricule gauche a éjecter le sang dans

les grands et petits vaisseaux sanguins. La pression veineuse centrale (CVP) est réglée a

I’avance a une valeur de 3 mmHg. TPRI [dyne"‘s"‘mz/cm5 ] est rapporté au BSA:

M4 =

TPR = {4BP (VP-SD
co

PRI = MHBI?;CI'T 80
c

Liquide thoracique (Thoracic Fluid Content TFC)
Le TFC [1/0Ohm] est la quantité compléte de liquide qui se trouve dans le thorax et

représente le retour veineux (déduite du signal ICG):

. 1

IPC = =
Z[]
Indice de contractilité (Index of Contractility IC)
IC [1000/s] représente le flux maximal de sang au moment de 1’éjection du ventricule
gauche (déduit du signal ICG):
dZldt, ..
- Max 1000
Zﬂ

Acceleration Index (ACI)

F{a

ACI [100/52] est ’accélération maximale du signal d’impédance (deuxi¢me dérivation) entre

I’ouverture de la valve aortique et le dZ/dtyax (déduite du signal ICG)

d’Z ldt" .

ACT = -100

Zy

Systolic Time Ratio (STR)
STR [%] représente la relation entre PEP et LVET :
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' = e 10

Ejection Rate (ER)

ER [%] représente la relation entre le temps d’éjection VG rapporté a I’intervalle RR:

Left Ventricular Work Index (LVWI)
LVWI [kg*m/m?)] représente le travail du ventricule gauche, rapporté au BSA. PAOP est la
pression de fermeture de I’artere pulmonaire (Pulmonary Artery Occluded Pressure) qui

s’éleve normalement a 7-12mmHg. La PAOP est réglée a I’avance a une valeur de 7 mmHg:

LVWI = const- (MABP - PAOP): C1]

Mean Systolic Ejection Rate (MSER)
MSER [ml/s] représente la relation entre SV et LVET:

SV

MSER =
ISER IVET

Rapid Ejection Period (REP)
REP [ms] est lapériode entre I’onde R de I’ECG et Z/dtmax de I'lCG et représente un

parametre de contractilité
REP :Idzm_rﬁ

Heather Index (HI)
HI [1/s?] représente 1’inotropie cardiaque positive:
dZ dr__

HI=— 28 T
Zo\l smnaitors?
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5.1.3 Etude ACCES - Résumé

ACute and Chronic Effects of Saxagliptin (ACCES) (NCT01521312)

Etudes ACCES Glucose et ACCES Vasculaire :
Effets aigus et chroniques de la saxagliptine sur I’intolérance au glucose et sur les
intégrateurs micro- et macro-vasculaires. Une étude pilote de phase 2 randomisée contre

placebo

L’intolérance au glucose est un état pré-diabétique défini par une glycémie 2 heures apres
ingestion de 75 g de glucose élevée. Cet état est associ€ a un risque cardiovasculaire
augmenté. L’activité vago-sympathique, la rigidité artérielle et la fonction endothéliale sont
des intégrateurs de risque cardio-vasculaire dont les modifications concomitantes apres un
repas ou la prise de sucre sont peu connues. En outre, I’influence du contréle glycémique sur
ces parametres n’a pas ¢té étudiée, notamment chez les intolérants au glucose. La saxagliptine
est un inhibiteur des dipeptidyl-peptidases type 4 (IDPP4). Elle augmente la durée de vie du
glucagon like peptide 1 et réduit chez le patient diabétique de type 2 la glycémie a jeun et la
glycémie post-prandiale.

L’étude pilote ACCES Glucose a exploré les effets de la saxagliptine versus placebo sur le
statut glycémique. Il s’agit d’une étude prospective, randomisée versus placebo, en double
aveugle, contrdlée avec les objectifs suivants :

- Déterminer les effets aigus de la saxagliptine sur la glycémie lors d'un petit-déjeuner
standardisé,

- Déterminer les effets d’un traitement de 12 semaines par la saxagliptine sur la glycémie
avant et apres un petit-déjeuner standardisé et sur ’HbAIc,

- Déterminer les effets d’un traitement de 12 semaines par la saxagliptine sur les résultats de
la charge en glucose et le statut «intolérant au glucose», le traitement étant arrété la veille des
explorations.

L’étude pilote ACCES Vasculaire a exploré les effets de la saxagliptine versus placebo sur la
fonction endothéliale, la rigidité artérielle et I’activité vagosympathique avec les objectifs
spécifiques suivants :

- Déterminer les effets aigus apres la premiére prise de saxagliptine sur ces parametres
pendant un petit-déjeuner standardisé, et leur relation potentielle avec la diminution

glycémique
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- Déterminer 1’effet chronique (12 semaines) de la saxagliptine versus placebo sur ces
parametres lors d’un petit-déjeuner standardisé et leur potentielle relation avec leur effet
hypoglycémiant.

- Les résultats dans le groupe placebo montreront le role du petit-déjeuner standardisé sur ces
parametres vasculaires.

Les patients ont étés recrutés dans le service d’Endocrinologie-Diabétologie-Nutrition de
I’hopital Jean Verdier (Bondy) et inclus apres accord et signature d’un consentement. Il s’agit
d’intolérants au glucose diagnostiqués dans le mois précédent, agés de 18 a 70 ans. Les
criteres de non-inclusion étaient les suivants: la grossesse en cours ou prévue pendant 1’étude,
un diabete, un index de masse corporelle >45 kg/m? une hypertension non controlée, une
insuffisance rénale modérée ou sévere, une insuffisance hépatocellulaire sévere, une maladie
respiratoire chronique, une artériopathie oblitérante des membres inférieurs, une arythmie
cardiaque ou des extrasystoles auriculaires ou ventriculaires, des troubles de la repolarisation.
Vingt quatre patients sont inclus dans 1’étude. Un holter glycémique a été posé pour
I’enregistrement continu du glucose interstitiel pendant 36 heures puis les sujets ont été
randomisés en double aveugle 1/1 pour un traitement par saxagliptine 5 mg, un IDPP4 ou un
placebo. Le lendemain, les explorations vasculaires étaient effectuées sous traitement au cours
d’une demi-journée. Le protocole des explorations est le méme que dans 1'étude
NUTRIVASC et I’étude INSUVASC. Ces parametres €taient évalués avant et au cours des 3
heures suivant un petit-déjeuner standardisé. Il s’agit des parameétres biologiques
métaboliques, endothéliaux et du stress oxydant, de la rigidité artérielle, de la fonction
endothéliale et du systeme nerveux autonome cardiovasculaire qui ont ét€¢ mesurés par des
méthodes non invasives : Sphygmocor®, Task Force Monitor®, Perimed® laser-doppler et
Endopat2000®. Le traitement a été poursuivi pendant 12 semaines et les explorations ont été
répétées sur 2 journées organisées de facon identique. Seule une charge en glucose devrait
étre effectuée en supplément le dernier jour, le traitement étant arrété depuis la veille au soir,

pour évaluer si I’intolérance au glucose persiste ou non.
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Figure 73: Schéma de l'étude ACCES
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L'aveugle de I'étude n'a pas encore été levé et les résultats sont en cours d’analyse.
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RESUME

Introduction

L’objectif de cette these était d'étudier les intégrateurs de risque cardiovasculaire
chez des sujets qui représentent le continuum glycémique de la normo-glycémie
jusqu'a la découverte du diabéte, avant et apres un petit déjeuner standardisé. Les
parametres que nous étudions étaient les suivants: I’endothélium, la rigidité
artérielle et le systeme nerveux végétatif ou autonome (SNA).

Méthodes

Dans un premier temps, nous avons men¢ une ¢tude métabolique en utilisant des
holters glycémiques. Ensuite nous avons étudi€ des sujets normo-glycémiques
(NUTRIVASC: NCT01579409) intolérants au glucose (ACCES: NCT01521312) et
diabétiques de type 2 avant et apres un traitement par insuline (INSUVASC:
01022658). Nous avons ¢tudié aussi le role des facteurs dit non classiques avec
deux études sur I’association de la rigidité artérielle a la fibrose hépatique et la
neuropathie diabétique.

Conclusions

Nos résultats ont montré que la variabilité glycémique est plus forte en présence
d’une dysglycémie et augmente avec I'HbAlc. Nous avons retrouvé une bonne
corrélation entre la cinétique de la charge orale en glucose et celle d’un petit
déjeuner standardisé.

Chez les personnes agées saines, I'augmentation du débit cardiaque apres
l'ingestion d'un repas dépend de I'augmentation de la FC sans que cet effet passe
par l'inhibition vagale.

Quatre semaines de traitement par insuline améliorait la fonction endothéliale
microvasculaire a jeun.

Parmi les patients diabétiques normotendus, ceux avec une neuropathie
périphérique étaient deux fois plus susceptibles d'avoir une valeur de VOP > 90¢me
percentile des valeurs de référence que ceux sans neuropathie.

La fibrose hépatique était corrélée a la rigidité artérielle indépendamment de 1’age
et de la PA chez des sujets normotendus.

Notre travail montre 1’intérét des explorations de la phase post-prandiale et I’étude

des plusieurs cibles cardiovasculaires pour comprendre les différences de la PA et
de la FC.
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Summary

Introduction

The primary objective of this thesis was to study, at fasting and during the postprandial
period, cardiovascular risk integrators in subjects representing the continuum from
normoglycemia to insulin treated type 2 diabetes. We studied the following parameters:
endothelial function, arterial stiffness and autonomic nervous system.

Methods

We have (i) conducted a metabolic study in obese subjects with continuous glucose
monitoring systems; (ii) studied subjects with normal glycemia (NUTRIVASC:
NCTO01579409), impaired glucose tolerance (ACCESS: NCT01521312) and (iii) type 2
diabetes before and after insulin treatment (INSUVASC: 01022658); and finally (iv) we
studied the association of arterial stiffness with hepatic fibrosis and with diabetic neuropathy.
Results

(1) Glucose variability was higher in the presence of dysglycemia and increased with HbAlc.
The kinetics of oral glucose tolerance test compared to a standardized breakfast were well
correlated. (ii) In elderly patients without cardiovascular risk factors, the post-prandial
increase in cardiac output depended on the increase in heart rate which was not driven by
cardiac vagal inhibition; The French National Nutrition Program recommendations had
favorable effects on heart rate and myocardial viability. (iii) A 4-week treatment with insulin
in addition to metformin improved microvascular endothelial function at fasting. (iv) In
normotensive patients with diabetes, those with peripheral neuropathy have a two-fold higher
risk for increased arterial stiffness than those without neuropathy. Finally, liver fibrosis
correlates with arterial stiffness independently of age and blood pressure in normotensive
subjects.

Conclusions

Our work underlines the importance of exploring cardiovascular integrators during post
prandial period in healthy subjects and in diabetic patients, according to their diet and their

hypoglycemic and anti-hypertensive treatments.
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