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2 

De nos jours, les maladies cardiovasculaires représentent l’une des principales causes de 

mortalité aussi bien dans les pays industrialisés que dans les pays en voie de développement. 

Ceci s’explique par l’augmentation de la prévalence de plusieurs facteurs de risques 

cardiovasculaires tels que l’insulinorésistance, les dyslipidémies, l’hypertension artérielle... 

Une tendance à l’association de plusieurs de ces anomalies chez le même individu a été 

observée donnant naissance au concept de syndrome métabolique (Huang 2009). Actuellement, 

un quart des populations américaines et européennes est touché par ce syndrome ce qui a fait 

de ce phénomène l’un des plus importants problèmes de santé publique de notre époque. Bien 

que multifactoriel, les causes les plus souvent impliquées pour expliquer la prévalence de plus 

en plus élevée du syndrome métabolique sont une prédisposition génétique associée à un mode 

de vie inadapté où la sédentarité et la consommation excessive en graisses et en sucres occupent 

une place majeure. En vue de l’augmentation inquiétante de ce nouveau fléau, de nouvelles 

recherches ont vu le jour pour essayer de découvrir l’implication de nouveaux facteurs. Le 

microbiote intestinal apparait depuis quelques années, comme un de ces nouveaux facteurs clés 

de santé. Ce dernier serait aussi impliqué dans le développement du syndrome métabolique et 

des altérations cardiovasculaires qui lui sont associées. 

La prise en charge du syndrome métabolique vise essentiellement à réduire les composantes de 

ce syndrome et par conséquent, à réduire les risques d’apparition d’accidents cardiovasculaires. 

A ce jour, de plus en plus d’études sont consacrées à la recherche de nouvelles thérapies 

permettant de lutter contre l’augmentation inquiétante du syndrome métabolique.  Cependant, 

à notre connaissance, les effets de l’activation à long-terme de la voie du guanosine 

monophosphate cyclique (GMPc) sur les altérations cardiovasculaires et la dysbiose intestinale 

associées au syndrome métabolique n’ont jamais été étudiés. 

L’objectif de ma thèse est d’étudier dans un premier temps, la modification de la fonction 

cardiovasculaire, et de la composition du microbiote intestinal dans un modèle animal de 

syndrome métabolique induit et d’évaluer dans un second temps, les effets de l’activation 

chronique de la voie du GMPc  sur ces deux cibles. 

Ce mémoire comporte 4 sections : 

Une première partie consacrée à une étude bibliographique dans laquelle, nous rappellerons 

d’abord, brièvement quelques éléments de la physiologie cardiovasculaire afin de pour mieux 

comprendre la physiopathologie du syndrome métabolique. Dans un deuxième et troisième 

chapitre, nous introduisons quelques notions du syndrome métabolique et les principales 

complications cardiovasculaires qui lui sont associées. Ensuite, nous aborderons le microbiote 
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intestinal et son lien avec le syndrome métabolique. Enfin, nous finirons avec un chapitre sur 

les principales approches thérapeutiques utilisées en présence de syndrome métabolique.  

Dans la deuxième partie, nous décrirons les matériels et méthodes mis en œuvre au cours de 

l’étude expérimentale.  

Les résultats de ce travail seront par la suite exposés et discutés. Nous terminerons par une 

partie conclusive, ouvrant sur plusieurs perspectives.  

 

I. Physiologie cardiovasculaire 

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les altérations cardiovasculaires 

associées au syndrome métabolique, nous allons commencer par un bref rappel sur les 

principales notions de la physiologie cardiovasculaire.  

1. Physiologie  cardiaque 

1.1 Généralités  

Le cœur comporte deux pompes propulsives fonctionnant parallèlement : le « cœur gauche » 

assurant la circulation systémique et le « cœur droit » assurant la circulation pulmonaire. 

Chacun comporte un atrium (ou oreillette) et un ventricule qui expulse le sang vers l’artère 

pulmonaire en direction des poumons pour le ventricule droit et vers l’aorte en direction des 

autres organes pour le ventricule gauche. La circulation systémique alimente ainsi en parallèle 

les différents organes par les branches de division de l’aorte. Le sang issu de ces organes, pauvre 

en oxygène et riche en déchets est collecté par les veines caves inférieure et supérieure pour 

être collecté dans l’atrium droit. 

La vascularisation du myocarde est assurée par les artères coronaires et le sinus coronaire qui 

vont directement dans l’atrium droit. Les poumons reçoivent par l’artère pulmonaire, du sang 

veineux (à faible teneur d’oxygène) mais ils reçoivent en outre du sang artériel par les artères 

bronchiques (constituant la vascularisation systémique pulmonaire) qui se drainent dans 

l’atrium gauche (Figure 1). 

La phase du cycle pendant laquelle le myocarde se contracte et éjecte le sang vers les tissus est 

appelée systole, celle pendant laquelle il se relâche et se remplit, diastole. Il existe ainsi des 

systoles (suivies de diastoles) auriculaires droite et gauche, pratiquement simultanées, et des 

systoles (suivies de diastoles) ventriculaires droite et gauche, également quasi simultanées. 
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Figure 1:Illustration de la vascularisation du cœur 

AD : atrium droit, VD : ventricule droit, AG : atrium gauche, VG : ventricule gauche 

 

En revanche, les activités auriculaires et ventriculaires ne sont pas simultanées : les activités 

auriculaires précèdent de quelques fractions de seconde les activités électriques et mécaniques 

ventriculaires. 

Au niveau du cardiomyocyte, l’ion calcium (Ca2+) joue un rôle central dans la répétition du 

cycle contraction-relaxation du myocarde. En effet, l’ion calcium (Ca2+)  extracellulaire entre à 

chaque dépolarisation via les canaux calciques voltage dépendants de type L. Cette entrée 

déclenche la libération d’une grande quantité de Ca2+  à travers les canaux calciques du 

réticulum sarcoplasmique (via le récepteur à la Ryanodine RYR). Il en résulte une augmentation 

de la concentration calcique cytosolique disponible pour interagir avec les protéines 

contractiles, et donc une augmentation de la force de contraction des cardiomyocytes (Figure 

2). 

Pendant la repolarisation du cardiomyocyte, le Ca2+ est rapidement repompé dans le réticulum 

sarcoplasmique par une Ca2+-adénosine triphosphatase (ATPase) appelée SERCA ou extrudé 

hors de la cellule par l'échangeur Na+-Ca2+ (NCX) ce qui entraîne la relaxation. 

La capacité d’échange Na+/ Ca 2+ dépend étroitement de la concentration cytosolique en Na. En 

effet, l’échangeur utilise le gradient sodique pour déplacer un Ca 2+ vers le milieu extracellulaire 

contre son propre gradient de concentration. Le sodium entré dans le cardiomyocyte est ensuite 

externalisé par la pompe Na+/ K+ ATPase (Figure 2). 
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Figure 2: Mécanisme de contraction et relaxation du cardiomyocyte 

D’après Bers, 2002 

 

 La contraction est régulée par des mécanismes intrinsèques et extrinsèques. Le principal 

mécanisme intrinsèque est représenté par la loi de Starling (augmentation progressive de la 

force de contraction au fur et à mesure que le remplissage ventriculaire s’opère). 

1.2 Contrôle  par le système orthosympathique et parasympathique 

Les catécholamines représentent les principales hormones régulatrices libérées par le système 

orthosympathique. Au niveau cellulaire, elles agissent sur un complexe étroitement couplé 

associant le récepteur β1-adrénergique (R β1), la protéine Gs et l'adénylate cyclase (AC) qui 

produit l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) qui active la protéine kinase A (PKA).  

Le système β-adrénergique autrefois considéré uniquement comme un stimulateur cardiaque 

(inotrope et chronotrope positif), présente désormais des mécanismes plus complexes depuis la 

découverte dans le myocarde humain, du récepteur β3-adrénergique dont l’activation entraine 

un effet inotrope négatif (Gauthier et al. 1996). 
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1.3 Réponse cardiaque à la stimulation β-adrénergique 

1.3.1  Généralités sur les récepteurs β-adrénergiques 

Les récepteurs β-adrénergiques font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G 

(RCPG) caractérisés par leur structure à 7 domaines transmembranaires de 22 à 28 acides 

aminés hydrophobes reliés entre eux par des boucles hydrophiles successivement 

intracellulaires et extracellulaires (Venkatakrishnan et al. 2013). 

Trois types de récepteurs β-adrénergiques sont rencontrés dans le système cardiovasculaire : les 

Rβ1, les R β2, les Rβ3. Le sous-type β1-adrénergique est majoritairement présent à la membrane 

des cardiomyocytes avec un ratio β1 / β2- adrénergique d’environ 70% - 30% dans les oreillettes 

et de 80%-20% dans les ventricules (Wallukat 2002). La proportion des R β3 par rapport aux 

deux autres sous-types n’a pas encore été évaluée car il n’existe pas à l’heure actuelle de ligand 

suffisamment spécifique du R β3 pour appliquer la technique habituelle de liaison récepteur-

ligand (Niclauss et al. 2006). 

Selon leur type, leur localisation cardiaque ou vasculaire, leur densité, leur conformation ou 

encore les différents ligands présents, leur activation peut conduire à des effets variés, en 

empruntant des voies de signalisation dépendantes du couplage avec une protéine Gs (voie de 

l’AMP cyclique (AMPc)), soit du couplage avec une protéine Gi (voie du GMP cyclique 

(GMPc)) (Ufer and Germack 2009). 

1.3.2 Contrôle de la fonction cardiaque via les récepteurs β-adrénergiques 

 Les récepteurs β1-adrénergiques 

Au niveau  cardiaque, la stimulation du récepteur β1-adrénergique catalyse la liaison de la sous-

unité Gα d’une protéine Gs (stimulatrice) à une molécule de guanosine triphosphate (GTP) 

provoquant un détachement des sous-unités Gβγ. La sous-unité Gα-GTP libre lie et active les 

adénylates cyclases (AC) et par conséquent active la voie AC/ AMPc/ protéine kinase A (PKA) 

provoquant la phosphorylation de multiples protéines intervenant dans le couplage excitation-

contraction (canaux calciques de type L, RYR, phospholamban (PLB), troponine 1) (Dessauer 

2009). La phosphorylation de ces multiples cibles suite à l’activation du Rβ1 conduit à des effets 

inotrope (Force de contraction), lusitrope (vitesse de relaxation), chronotrope (fréquence 

cardiaque) et dromotrope (vitesse de conduction de l’influx nerveux) positifs. 

La phosphorylation des canaux Ca2+ de type L par la PKA augmente la probabilité de leur 

ouverture de 3 à 7 fois. Il en résulte une augmentation du courant calcique de type L et donc 
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une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+
 ce qui provoque une augmentation 

de l’amplitude de la contraction (Keef et al. 2001) (Figure 3). 

De plus, la PKA est capable d’accélérer le repompage du calcium par le réticulum 

sarcoplasmique en phosphorylant le PLB.  En effet, Le  PLB joue un rôle dans la régulation de 

la pompe SERCA. Cette phosphorylation entraine une dissociation du PLB de la SERCA et 

lève ainsi l’inhibition qu’il exerce sur la SERCA accélérant ainsi la recapture du calcium par le 

réticulum endoplasmique (R.-P. Xiao et al. 2006). Il en résulte une relaxation des 

cardiomyocytes (effet lusitrope positif) et un effet inotrope positif en augmentant le stock 

calcique disponible pour le cycle suivant. 

De plus, l’activation des R β1 peut induire une apoptose des cardiomyocytes par l’activation de 

la voie (CaM) kinase avec une inhibition de la voie PI3K (Liang et al. 2008). 

 

 
Figure 3: Schéma simplifié des voies de signalisation des récepteurs β1 et β3-adrénergiques 

cardiaques 

D’après (Dessauer 2009; Keef et al. 2001 ; Gauthier et al. 1998; Skeberdis et al. 2008 ; Rozec 
and Gauthier 2006). AC : adénylate cyclace, AMPc : Adénosine monophosphate cyclique, 
ATP : adénosine triphosphate, PKA : phosphokinase A, eNOS : NO synthase endothéliale, 
GC : guanylate cyclase, GMPc : guanosine monophosphate cyclique, GTP : guanosine 
triphosphate, NO : monoxyde d’azote, Gs et Gi : protéines G, Rβ : récepteurs β-adrénergiques. 
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 Les récepteurs β2-adrénergiques 

Dans le cœur sain, les récepteurs β2 ne représentent que 20 à 30% de l’ensemble des récepteurs 

β2-adrénergiques et sont localisés au niveau des cavéoles. Le récepteur β2-adrénergique 

cardiaque est un récepteur couplé à une protéine G de type Gs. Sa stimulation induit l’activation 

d’une cascade de signalisation AC/AMPc/PKA entrainant les mêmes effets physiologiques que 

ceux de l’activation des récepteurs β1-adrénergiques (Figure 4). Cependant, l’effet inotrope 

positif est moins important que lors de la stimulation des récepteurs β1-adrénergiques et de 

densité plus faible. Cela s’explique par la localisation des récepteurs β2-adrénergiques au niveau 

des cavéoles à la membrane des cardiomyocytes (Calaghan et al. 2008) ainsi que par l’action 

de certaines phosphodiestérases (PDE). Comme après une stimulation du récepteur β1-

adrénergique, la PKA par phosphorylation des PDE3 et PDE4 impose un contrôle négatif sur 

les concentrations d’AMPc limitant les effets de la stimulation des récepteurs β2-adrénergiques. 

Ces effets restent localisés à la périphérie des cavéoles contrairement à ceux induit par la 

stimulation des récepteurs β1-adrénergiques qui sont plus répandus dans l’ensemble du 

cardiomyocyte grâce à la répartition homogène du récepteur β1-adrénergique sur la membrane 

du cardiomyocyte (R. P. Xiao 2001). 

En revanche, sous une stimulation β-adrénergique prolongée, les récepteurs β2-adrénergiques 

sont capables de se lier à une protéine Gi au lieu de se lier à la protéine Gs (Devic et al. 2001). 

Les protéines Gi activent les PDE 4 qui détruisent l’AMPc et donc inhibent l’activité de la PKA 

contrairement à la signalisation des protéines Gα. L’activation de la protéine Gi conduit 

également au recrutement d’autres voies de signalisation telles que la voie PI3K/Akt (Figure 

4) ou encore la voie de la phospholipase A2 (PLA2) conduisant à la production d’acide 

arachidonique (Pavoine et al. 2003). Le recrutement de la PLA2 cytosolique a un effet inotrope 

positif modéré via une action de l’acide arachidonique sur les canaux calciques de type L, les 

récepteurs à la ryanodine et la PKC (Pavoine and Defer 2005). D’un autre côté, le recrutement 

de la voie PI3K/Akt présente des effets anti apoptotiques (W. Zhang et al. 2011) par diminution 

du stress oxydant (R.-P. Xiao et al. 2004). 

Le couplage du récepteur à la protéine Gi conduit à des effets inotrope et lusitrope négatifs. 
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Figure 4: Schéma de la voie de signalisation des récepteurs β2-adrénergiques cardiaques. 

D’après Devic et al. (2001); Calaghan et al. (2008). AC : adénylate cyclase, ATP : adénosine 
triphosphate, AMPc : adénosine monophosphate cyclique, PKA : phosphokinase A, Gs, Gi : 
protéines G, PI3k : PI3K : Phosphatidyl inositol 3 kinase, Akt : protéine kinase, Rβ : 
récepteurs β-adrénergiques cardiaques. 

 Les récepteurs β3-adrénergiques 

Les récepteurs β3-adrénergiques cardiaques ont été plus récemment décrits, ce sont des 

récepteurs couplés aux protéines Gi. Leur mode de fonctionnement et leurs effets sur le 

myocarde différent de ceux des autres récepteurs. En effet, leur stimulation n’induit pas 

d’inhibition de la voie AMPc/PKA mais plutôt une activation de la voie du monoxyde d’azote 

(NO) via la NOS endothéliale (Gauthier et al. 1996; 1998). Le NO active la guanylate cyclase 

soluble (GCs) qui produit à son tour du GMPc. De cette activation, résulte une augmentation 

de la production du messager GMPc, une inhibition des canaux calciques et une diminution des 

courants intracellulaires associés (Rozec and Gauthier 2006) (Figure 3). Le GMPc active par 

ailleurs, les PDE qui limitent l’activation de la PKA en détruisant l’AMPc. Tous ces 

mécanismes contribuent à limiter l’effet inotrope positif de la voie de signalisation des 

récepteurs β1-adrénergiques alors que l’effet lusitrope positif est conservé. La stimulation des 

récepteurs β3-adrénergiques induit par contre un effet chronotrope positif indirect via ses 

propriétés vasodilatatrices qui déclenchent le baroréflexe et donc une augmentation de la 

fréquence cardiaque (Rozec and Gauthier 2006; Skeberdis et al. 2008). 
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Chez l’homme, les effets positifs modérés de l’activation du récepteur β3-adrénergique sur le 

courant calcique IcaL pourraient avoir un rôle de contrôle de la fréquence cardiaque. D’autre 

part, son action sur le couplage de la NOS endothéliale et l’augmentation de l’expression de la 

NOS neuronale lui conférerait également un effet cardioprotecteur en luttant contre 

l’hypertrophie ventriculaire gauche (Moens et al. 2009; Niu et al. 2012). 

2. Physiologie vasculaire 

2.1 Structure de la paroi vasculaire 

De nombreux vaisseaux sanguins de l’organisme sont constitués de 3 couches ou tuniques 

concentriques et leurs proportions varient selon les catégories vasculaires. Ces couches sont 

appelées respectivement : l’adventice, la média et l’intima ou endothélium (Kubíková et al. 

2017) (Figure 5). 

- L’adventice est la couche la plus externe de la paroi artérielle. Elle est composée de tissu 

conjonctif, de fibres lâches de collagène et de quelques fibres élastiques épaisses. L’adventice 

contient les vasa vasorum (vaisseaux capillaires vascularisant la paroi artérielle) ainsi que des 

fibres nerveuses du système autonome sympathique et parasympathique. Dans les artères de 

gros calibre, adventice et média sont séparées par la limitante élastique externe, une couche 

acellulaire élastique. 

- La média est la couche moyenne de la paroi artérielle. Elle est composée de collagène et 

d’élastine. Elle contient les cellules musculaires lisses (CML)  orientées en hélice et dont la 

principale fonction est le maintien de l’homéostasie vasculaire. La média forme une couche 

compacte et d’épaisseur régulière. 

- L’intima est la couche interne de la paroi artérielle. Elle est formée par l’endothélium 

vasculaire (monocouche de cellules pavimenteuses tapissant la face interne de tous les 

vaisseaux). Les cellules de l’endothélium sont appelées des cellules endothéliales soutenues par 

une couche mince de tissu conjonctif. Elle est séparée de la média par la limitante élastique 

interne. 
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Figure 5: Structure des vaisseaux sanguins (Servier Medical Art) 

2.2 Principales fonctions de l’endothélium 

L’endothélium joue un rôle clé dans la régulation de la vasomotricité par la sécrétion de 

substances vasoactives (vasoconstrictrices et vasodilatatrices) afin de maintenir un tonus 

vasculaire approprié.  

Parmi les substances vasoconstrictrices libérées par l’endothélium, nous retrouvons 

principalement l’endothéline-1 (ET-1), la thromboxane AII (TXA2) et l’angiotensine II (Ang 

II). Pour les substances vasodilatatrices, il s’agit principalement du monoxyde d’azote (NO), 

du facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF) et de la prostacycline (PGI2) (Cahill 

and Redmond 2016; Cobos-Segarra et al. 2018).  

En conditions physiologiques, il existe un équilibre entre ces différents facteurs afin de 

maintenir un tonus vasculaire adéquat et d’obtenir le niveau de pression artérielle 

physiologique.  

L’endothélium peut exprimer également des molécules d’adhérences qui influencent le passage 

des leucocytes circulants dans l’intima. Il contrôle le passage inter- et transcellulaire de 

nombreux nutriments et hormones jouant ainsi un rôle déterminant au cours du processus 

inflammatoire.  

2.3 Synthèse et rôle du monoxyde d’azote 

Le NO représente la principale substance vasodilatatrice synthétisée par l’endothélium 

(Wheatcroft et al. 2003). Ce gaz liposoluble est synthétisée par les NOS qui consomment du β-

Intima 

Média 

Adventice 
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nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADPH) et de l’O2 pour oxyder la L-arginine en L-

citrulline et NO. Les NOS utilisent pour fonctionner un ensemble de co-facteurs : la 

tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine adénine dinucléotide réduit (FAD), la flavine 

mononucléotide (FMN) et un hème (protoporphyrine IX de fer) (Vadon-Le Goff and 

Sennequier 1998).  

Il existe dans l’organisme trois formes de NOS : la NOS inductible (iNOS), la NOS endothéliale 

(eNOS) et la NOS neuronale (nNOS). La eNOS représente la principale isoforme impliquée 

dans la régulation de l’homéostasie vasculaire. Son activité est influencée par plusieurs facteurs 

parmi lesquels, les changements de concentration intracellulaire en calcium en impactent sa 

liaison à la calmoduline présente en grande quantité dans les calvéoles. D’autre part, l’activité 

de la eNOS est aussi modulée par des mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation de 

certains résidus sérine et thréonine d’eNOS en réponse aux stimuli  mécaniques et 

pharmacologiques. En effet, l’activation de la eNOS est stimulée par la phosphorylation de la 

sérine 1177. En revanche, elle est inhibée par la phosphorylation de la thréonine 459 (Fleming 

and Busse 2003). Contrairement à la eNOS, la iNOS est indépendante du calcium, son 

expression est induite par les cytokines et les endotoxines (Domenico 2004). 

Le NO est une molécule extrêmement instable ayant une très courte durée de vie biologique. Il 

remplit localement de nombreuses fonctions dont les mieux connues sont la relaxation des 

cellules musculaires lisses sous-jacentes, l’inhibition de multiples étapes de l’athérogenèse et 

de la thrombogenèse telle que l’agrégation plaquettaire et la prolifération des CML, l’oxydation 

des lipides et la stimulation des facteurs de croissance (T. J. Anderson 2003). 

 Dans la paroi vasculaire, le NO diffuse de l’endothélium vers la CML sous-jacente en 

traversant librement les membranes cellulaires. Dans celles-ci, il se lie à la GCs, enzyme à 

l’origine de la production de grandes quantités de GMPc, second messager de la relaxation 

vasculaire. La GMPc, en activant la phosphokinase  G (PKG), entraine une diminution de la 

concentration intracellulaire en calcium, induisant ainsi la vasorelaxation (Corvol 1993). 

L’endothélium influence et est influencé en permanence par l’écoulement du sang. En effet  

l’augmentation des forces de cisaillement endothélial (shear stress) par l’augmentation du débit 

sanguin provoque une élévation de la production de NO (Pellegrin et al. 2009) (Figure 6). 
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Figure 6: Mécanisme de relaxation du muscle lisse via les cellules endothéliales. 

L’activation de la eNOS par les forces de cisaillement est dépendante de sa phosphorylation qui 

est médiée par l’activation /phosphorylation de la protéine kinase Akt (protéine kinase B) via 

un mécanisme calcium-indépendant. 

AA : acide arachidonique, COX : cyclooxygénase, PGI2 : prostaglandine I2.  Inspiré de 

Pellegrin et al. (2009). 

2.4 Physiologie de la vasomotricité adrénergique   

La régulation adrénergique de la vasomotricité fait intervenir principalement les récepteurs α-1 

adrénergiques, localisés au niveau des CML vasculaires mais aussi les récepteurs β-

adrénergiques, localisés au niveau des CML et des cellules endothéliales. La proportion de 

récepteurs α-et β-adrénergiques et de leurs sous-types est différente en fonction de l’espèce et 

du lit vasculaire considéré. 
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2.4.1 Vasoconstriction α-1 adrénergique 

Les récepteurs α1 sont couplés à une protéine Gq activatrice d'une enzyme, la phospholipase C 

(PLC). Après stimulation du récepteur, celle-ci clive son substrat, le phosphatidylinositol 4,5 

diphosphate (PIP2), constituant de la bicouche lipidique membranaire, pour obtenir deux 

seconds messagers : l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et un diacylglycérol (DAG). L'IP3 va se 

lier à son récepteur calcique (IP3 R) à la surface du réticulum sarcoplasmique. Ce dernier permet 

la sortie massive du calcium des stocks du réticulum sarcoplasmique vers le cytosol entraînant 

l'augmentation de la concentration intracellulaire en calcium. Cela provoque la contraction des 

CML (Cavalli et al. 2002 ; Wright et al. 2013) (Figure 7).  

 

Figure 7: Signalisation intracellulaire de la contraction ces CLMV après activation du 
récepteur α-1 adrénergique. D’après Cavalli et al. (2002) ; Wright et al. (2013) 

 

2.4.2 Contrôle de la vasomotricité via les récepteurs β-adrénergiques 

Dans les différents territoires vasculaires, les trois sous-types de récepteurs β-adrénergiques 

sont exprimés dans la membrane des cellules endothéliales tandis que seuls les récepteurs β1 et 

β2-adrénergiques sont exprimés à la membrane des CML (Guimarães and Moura 2001). Chaque 

sous-type de récepteur β-adrénergique possède une localisation et un niveau d’expression qui 

varie selon le territoire vasculaire et l’espèce considérée. La vasorelaxation médiée par les 

catécholamines a été pendant longtemps attribuée au sous type β2-adrénergique. Cependant, des 

études plus récentes ont montré l’implication du sous type β1-adrénergique dans la 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Inositol_trisphosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diacylglyc%C3%A9rol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytosol
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vasorelaxation β-adrénergique. En effet, il a été démontré que la vasorelaxation chez la souris 

était médiée majoritairement par des récepteurs β1-adrénergiques (Chruscinski et al. 2001). De 

même, Nyborg a montré que la relaxation β-adrénergique des artères coronaires de résistance 

chez le rat est médiée par le récepteur β1-adrénergique principalement (Nyborg and Mikkelsen 

1985). 

 Voie de signalisation des récepteurs β1 et β2-adrénergiques vasculaires 

Dans les cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires, les récepteurs β1 et β2-

adrénergiques sont couplés à une protéine Gs.  

Lorsque la protéine Gs est activée dans les CML, sa sous-unité Gsα se détache des sous-unités 

βγ et va activer l’AC. L’AC entraine une augmentation de la  formation d’AMPc à partir de 

l’ATP. Cette augmentation du taux intracellulaire en AMPc va à son tour activer la PKA. La 

PKA va alors phosphoryler le phospholamban (PLB) ce qui provoque son détachement de la 

pompe SERCA permettant ainsi la recapture du calcium vers le réticulum sarcoplasmique. 

(Morgado et al. 2012) (Figure 8) 

Au niveau des cellules endothéliales, la stimulation des récepteurs β1 et β2- adrénergiques 

entraine l’activation de la voie AC/AMPc/PKA. La PKA active, à son tour, la eNOS qui produit 

ainsi du NO. Le NO diffuse de la cellule endothéliale vers la cellule musculaire lisse où il se lie 

à la GCs. L’activation de la GCs stimule la voie GC/ GMPc/ PKG (Francis et al. 2010). La PKG 

phosphoryle le PLB favorisant la recapture du calcium dans le réticulum sarcoplasmique. Il a 

aussi été démontré que la PKG était à l’origine de la phosphorylation du récepteur à l’IP3 situé 

sur la membrane du réticulum sarcoplasmique. Cette phosphorylation du récepteur à l’IP3 

entraine son inhibition. Il s’en suit de ce fait, une diminution de la libération de Ca2+ 

(Komalavilas and Lincoln 1994) (Figure 8).  

L’activation de la voie des PKA et des PKG entraine une vasorelaxation par différents autres 

mécanismes. Les PKA et PKG agissent sur la voie des RhoA (Ras homolog type A). La 

phosphorylation de cette voie par la PKA et PKG inactive la RhoA/ Rho-kinase. Il en résulte 

une activation de la phosphatase des chaines légères de la myosine (MLCP) entrainant une 

déphosphorylation de la chaine légère de la myosine (MLC) ce qui aboutit à une vasorelaxation. 

La phosphorylation de la MLCP contribue aussi à la désensibilisation de l’appareil contractile 

(Sauzeau et al. 2000 ; Nakamura et al. 2007). De plus, l’activation des PKA et PKG entraine 

une activation de plusieurs canaux ioniques de la membrane plasmique dont principalement les 

canaux potassiques dépendants du calcium et la Ca2+- ATPase. Ceci induit une sortie massive 
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des ions K+ et Ca2+  de la CML entrainant une repolarisation voire même une hyperpolarisation 

de la membrane. Cette hyperpolarisation serait à l’origine de l’inactivation des canaux calciques 

de type L et de l’inhibition de l’influx calcique (Tian et al. 2004 ; Y. Shi et al. 2007 ; Y. Yang 

et al. 2008).  

 Voie de signalisation des récepteurs β3-adrénergiques vasculaires 

Dans les cellules endothéliales, la stimulation du récepteur β3-adrénergique entraine une 

synthèse du NO via l’activation de la eNOS. Le NO ainsi libéré, diffuse de la cellule 

endothéliale vers la CML où il active la voie GC/GMPc/PKG de la même manière que pour les 

récepteurs β1- et β2- adrénergiques aboutissant à une vasorelaxation (Dessy et al. 2004 ; Rozec 

et al. 2005 ; Feng et al. 2012). Il a été également démontré dans les artères coronaires humaines 

que la vasorelaxation induite par la stimulation des récepteurs β3-adrénergiques dépendait en 

partie de la libération de l’EDHF (Dessy et al. 2004) (Figure 8). 

 

 

Figure 8: Schéma illustrant les différentes voies de signalisation des récepteurs β-
adrénergiques dans les vaisseaux 

AC : adénylate cyclase, ATP : adénosine triphosphate, AMPc : adénosine monophosphate 
cyclique, EDHF : Endothelium-derived hyperpolarizing factor, PKA : proteine kinase A, PKG : 



 

 
17 

Protéine Kinase G, GC : guanylate cyclase, GTP :guanosine triphosphate, GMPc : guanosine 
monophosphate cyclique, NO : monoxyde d’azote, eNOS : NO synthase endothéliale, IP3R : 
récepteur à l’inositol triphosphate, PLB : phospholamban, SERCa : sarco/endoplasmique 
réticulum Ca2+- ATPase.   

 

2.5 Contrôle de la vasorelaxation dépendante de l’endothélium 

Comme nous l’avons cité précédemment, la eNOS représente la principale isoforme impliquée 

dans le maintien de l’homéostasie vasculaire. Un des principaux facteurs de régulation de 

l’activité de la eNOS est le changement de la concentration intracellulaire en calcium qui joue 

un rôle crucial dans sa liaison à la calmoduline (Walford and Loscalzo 2003 ; Domenico 2004). 

Furchgott et Zawadzki ont montré que l’acétylcholine (Ach) produisait une relaxation des 

segments de vaisseaux dont l’endothélium était intact, mais pas de ceux où il avait été 

sélectivement détruit. Ainsi il se trouvait démontré pour la première fois que l’endothélium peut 

moduler le tonus des CML sous stimulation muscarinique (Furchgott and Zawadzki 1980).  Une 

décennie plus tard, il a été démontré que la stimulation muscarinique par le biais de l’Ach, 

conduit à l’activation de la eNOS de manière dépendante de la concentration intracellulaire en 

Ca2+.  En effet, la fixation de l’Ach sur son récepteur déclenche une cascade de signalisation 

intracellulaire dont la finalité est l’augmentation de la libération du Ca2+ dans le cytosol à partir 

du réticulum sarcoplasmique favorisant sa liaison à la calmoduline. Le complexe Ca2+-

calmoduline-eNOS formé après dissociation du complexe eNOS- cavéoline-1, provoque un 

changement de la conformation de la eNOS afin d’augmenter son activité. Ceci conduit par 

conséquent, à une augmentation de la synthèse du NO (Fernández de Sevilla et al. 2008 : 

Chédotal and Hamel 1993) (Figure 9). 

Cependant, des études ont révélé que l’activation de la eNOS pouvait aussi être produite par 

une autre voie indépendante au Ca2+ (figure 9). À cet égard, il a été montré que l’insuline 

pouvait induire la production du NO au niveau de l’endothélium vasculaire de façon 

indépendante du calcium (Montagnani et al. 2001). Les effets de l’insuline sont relayés par un 

récepteur tyrosine kinase spécifique qui en phosphorylant plusieurs substrats, déclenche 

l’activation de deux voies de signalisation majeures dont la voie  PI3-kinase. La phosphorylation 

du substrat intracellulaire IRS-1 induit l’activation de la PI3-kinase. Cette voie mène à la 

production de phosphatidylinositide-3-4-5-triphosphate (PIP3), qui par l’intermédiaire de la 

kinase PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1), induit  l’activation des trois isoformes 

connus d’Akt. A son tour, Akt induit la phosphorylation du résidu kinase sérine 1179 de la 

protéine eNOS. Cette phosphorylation entraine une augmentation de l’activité de la eNOS   et 
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par conséquent, une augmentation de la production du NO (Montagnani et al. 2001 ; X. Shi et 

al. 2019). 

 

Figure 9: Voies de synthèse du NO via la eNOS  par les voies dépendantes et indépendantes 
du calcium. 

D’après Montagnani et al. (2001), PDK-1 : phosphoinositide-dependent kinase-1, CaM : 
Calmodilune, Cav-1 : calvéoline-1, IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate, IP3 R : récepteur à l’P3R, 
PIP3 : phosphoinositide-3-4-5-triphosphate, PIP2 : phosphoinositide-4,5-biphophate 

 

II. Le syndrome métabolique  

1. Historique  

Les premières descriptions du syndrome métabolique datent d’il y a environ 250 ans. 

L’anatomiste  Morgangni a établi une corrélation étroite entre l’accumulation de graisse 

viscérale et l’apparition de plusieurs anomalies métaboliques telles que l’athérosclérose, 

l’hypertension artérielle (HTA) et  l’hyperuricémie (Enzi et al. 2003). 

En 1923, Eskil Kylin, un médecin suédois a décrit l’association de l’hypertension artérielle, 

l’hyperglycémie et de l’hyperuricémie et lui a attribué le nom de syndrome « hypertension-

hyperglycémie-hyperuricémie » (Nilsson 2001). 
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Plus tard, en 1947, le Dr Vague a attiré l’attention des autres scientifiques sur l’adiposité 

androïde, un phénotype très souvent associé aux anomalies métaboliques retrouvées dans le 

diabète de type 2 et les maladies cardiovasculaires (Vague 1996). 

A la fin des années 80, Raven a défini le syndrome X comme étant un cortège de troubles 

métaboliques incluant l’intolérance au glucose, l’insulinorésistance, l’obésité viscérale, la 

dyslipidémie et l’hypertension artérielle (Reaven and Chen 1988). 

Le syndrome X a été aussi présenté sous différentes appellations comme le syndrome 

d’insulinorésistance et quartet mortel avant de lui attribuer l’appellation de syndrome 

métabolique. 

2. Définitions et classification 

Différentes définitions du syndrome métabolique ont été proposées. On y retrouve les 

composantes majeures avec des niveaux chiffrés qui varient un peu d’une définition à l’autre. 

Dans toutes les définitions, au moins 3 critères sur 5 doivent être réunis pour constituer un 

syndrome métabolique (Tableau 1). 
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Tableau 1: Définitions du syndrome métabolique selon différents auteurs 

           

          Groupe d’étude  

       

                                         Définitions 

 

Organisation mondiale de 

la santé  

(Alberti and Zimmet 1998) 

 

 Insulinorésistance ou anomalie glycémique : 

 Glycémie à jeûn > 6,1mmol/l (110 mg/dl) 

 Glycémie 2heures après une charge orale en 

glucose > 7,8 mmol/l (140mg /dl) 

 HTA systolique > 160 mmHg et/ou diastolique > 90 

mmHg 

 Triglycérides > 1,7 mmol/l (150 mg/dl) et /ou high 

density lipoprotein (HDL)- cholestérol < 0,9 mmol/l 

pour l’homme et < 1mmol/l chez la femme 

 Obésité centrale : tour de taille/ tour de hanche >0,9 

pour les femmes et > 0,85 pour les hommes 

 

European Group for the 

study of Insulin 

Resistance (Zimmet et al. 

2005) 

 Insulinorésistance ou hyperinsulinémie (sujets non 

diabétiques seulement) 

Avec au moins 2 des 4 critères suivants : 

 Obésité centrale : tour de taille > 94 cm chez les 

hommes et > 80 cm pour les femmes  

 HTA systolique > 140mmHg et / ou diastolique > 90 

mmHg ou traitement antihypertenseur en cours  

 Dyslipidémie : Triglycérides > 2 mmol/l ou HDL- 

cholestérol < 1 mmol /l  

 Glycémie à jeûn > 6,1 mmol/l (110mg /dl) 

 

National Cholesterol 

Education Program’s 

Third Adult Treatment 

Panel 

(ATP) III (Expert Panel on 

Detection, Evaluation, and 

3 au mois des 5 critères suivants : 

 Hyperglycémie à jeûn : glycémie > 6,1 mmol/l 

 HTA systolique >130 mmHg et / ou diastolique >85 

mmHg 

 Triglycérides > 1,7 mmol/l (150 mg/dl) 

 HDL- Cholestérol < 1 mmol/l chez l’homme et <1,3 

mmol/l chez la femme 
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Treatment of High Blood 

Cholesterol in Adults 2001) 

 Obésité centrale : tour de taille > 102 cm chez 

l’homme et > 88 cm chez les femmes 

Fédération Internationale 

du Diabète 

 (Alberti et al. 2005) 

 Obésité abdominale (Tour de taille selon origine 

ethnique et sexe) 

Avec au moins  2 des 4 critères suivants :  

 Pression artérielle systolique >130 mmHg et 

diastolique > 85mmHg ou traitement antihypertensur 

 HDL-Cholestérol < 1,03mmol/l pour les hommes et 

<1,29mmol/l pour les femmes ou traitement 

 Triglycérides >1,7 mmol/l ou traitement  

 Glycémie à jeûn >100mg/dl 

HDL-C= High Density Lipoprotein-Cholesterol 

3. Prévalence 

 La prévalence mondiale du syndrome métabolique diffère selon les pays et augmente en 

général tant dans les pays industrialisés que dans les pays en voie de développement (Saklayen 

2018). La diversité des définitions attribuées au syndrome métabolique a fait que l’estimation 

de sa prévalence réelle soit difficile à préciser. D’après les données de l’enquête américaine 

(National Health and nutrition Examination Survey, NHANES), plus d’un adulte sur trois est 

atteint du syndrome métabolique et environ 40% des adultes âgés de 40 ans et plus sont touchés 

par le syndrome métabolique (Sherling, et al. 2017). 

La prévalence du syndrome métabolique dans les pays européens est estimée à plus de 24% et 

semble augmenter avec l’âge (de 3,7% chez les sujets âgés de 20 à 29 ans à plus de 30% chez 

les sujets âgés de 70 ans et plus). Elle varie aussi avec le sexe. Selon une récente étude réalisée 

sur 12 cohortes de 10 pays européens, la prévalence du syndrome métabolique était plus élevée 

chez les femmes que chez les hommes (Scuteri et al. 2015). 

En France, la prévalence du syndrome métabolique varie de 10 à 20%. L’hypertension artérielle 

représente le principal contributeur du syndrome métabolique. Elle touche environ 70 % des 

hommes et 47% des femmes (Balkau et al. 2003). 

4. Physiopathologie du syndrome métabolique  

Actuellement, il n’existe aucun argument décisif en faveur d’une cause unique responsable de 

l’ensemble des anomalies observées dans le syndrome métabolique. De nombreuses zones 
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d’ombre persistent dans la compréhension des mécanismes impliqués. L’obésité abdominale et 

l’insulinorésistance constituent deux éléments majeurs et jouent un rôle causal dans la genèse 

et le maintien des anomalies associées au syndrome métabolique. Dernièrement, le tissu 

adipeux viscéral  semble être l’hypothèse la plus retenue  puisqu’il apparait selon plusieurs 

études comme un facteur clé qui  précède l’apparition des autres composants du syndrome 

métabolique (Maison et al. 2001 ; Palaniappan et al. 2004 ; Hillier et al. 2006).  

4.1 Obésité abdominale et inflammation 

Dans l’organisme, on distingue deux catégories différentes de tissu adipeux : le tissu adipeux 

blanc et le tissu adipeux brun. Le tissu adipeux blanc est constitué de plusieurs types cellulaires 

dont les adipocytes représentent une grande partie. Son principal rôle est d’assurer le stockage 

et la mobilisation de l’énergie. Le tissu adipeux brun est présent chez tous les mammifères et 

joue un rôle essentiel dans la thermogenèse. Ce rôle est assuré grâce au grand nombre de 

mitochondries présentes dans le cytoplasme de ses adipocytes et qui permettent de libérer 

l’énergie sous forme de chaleur. 

Il est possible de distinguer différentes obésités en fonction de la localisation anatomique du 

tissu adipeux L’obésité abdominale se définit comme une accumulation excessive de masse 

graisseuse entourant les viscères à l’intérieur de la cavité abdominale. A ce niveau, le tissu 

adipeux est majoritairement blanc (Carobbio et al. 2017). Ce dernier  a été considéré pendant 

longtemps comme un organe de stockage d’énergie. Actuellement, il est clairement établi que 

le tissu adipeux est aussi un organe endocrine. Son expansion induit une libération importante 

d’acides gras libres (AGL) mais aussi une sécrétion accrue d’adipokines. Ces molécules sont 

soit impliquées localement ou de manière endocrine dans un grand nombre de processus 

physiologiques dont l’inflammation et la régulation de la balance énergétique. La liste des 

adipokines regroupe  les cytokines pro-inflammatoires comme l’interleukine 6 (IL-6) et le 

«  Tumor Necrosis Factor α » TNF α, la leptine et la résistine notamment (Wassink et al. 2007; 

Trayhurn and Wood 2004 ; Gutierrez et al. 2009) 

 Le TNF α stimule la lipolyse en favorisant la résistance à l’insuline des adipocytes et 

l’hyperinsulinémie. Il augmente l’expression d’autres médiateurs inflammatoires comme 

l’IL-6, la résistine et la leptine tout en diminuant celle de l’adiponectine contribuant ainsi 

au développement du syndrome métabolique et au maintien des anomalies qui lui sont 

associées (Hutley and Prins 2005). 
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 La leptine appelée aussi « hormone de la satiété » est une hormone produite et secrétée dans 

la circulation sanguine par les adipocytes. Elle agit sur la régulation centrale de la balance 

énergétique en diminuant la prise alimentaire et en augmentant la consommation 

énergétique. En plus de ses effets au niveau central, la leptine agit également au niveau 

périphérique en diminuant la sécrétion de l’insuline et en stimulant la néoglucogenèse 

hépatique. Son élévation est constatée dans de nombreuses affections inflammatoires dont 

l’obésité (Correia and Rahmouni 2006). 

 La résistine est une adipokine dont les taux plasmatiques sont corrélés à l’indice de masse 

corporelle. Elle induit une résistance à l’insuline en altérant la signalisation passant par le 

récepteur à l’insuline réduisant ainsi l’entrée du glucose dans la cellule. Elle favorise 

l’expression des molécules d’adhésion de cellules endothéliales et augmente la production 

de cytokines inflammatoires (Steppan and Lazar 2002). 

 L’adiponectine augmente la sensibilité de l’organisme à l’insuline, diminue les 

concentrations plasmatiques en acides gras et en triglycérides ainsi que la production 

hépatique de glucose. Elle  possède des propriétés anti-inflammatoires et anti-

athérogéniques via ses effets sur d’autres cytokines comme le TNFα. Contrairement aux 

autres adipokines, la sécrétion d’adiponectine est diminuée au cours de l’obésité (Kadowaki 

et al. 2006).  

La libération accrue des AGL et des cytokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux 

hypertrophié contribue à divers troubles du métabolisme glucidique comme la résistance à 

l’insuline.  

4.2 Résistance à l’insuline 

L’insuline est une hormone protéique secrétée par les cellules β des ilots de Langerhans du 

pancréas. Sa sécrétion est principalement contrôlée par la concentration en glucose plasmatique. 

Elle a un effet important sur le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. Sa 

fonction principale est le contrôle de la capture et l’utilisation du glucose par les tissus 

périphériques par l’intermédiaire de transporteurs passifs de glucose (GLUT) (Zhao and 

Keating 2007).  

L’insulinorésistance est un état qui se caractérise par une baisse de la sensibilité des tissus 

périphériques à l’insuline, principalement au niveau du muscle strié squelettique, du foie et du 

tissu adipeux malgré une sécrétion normale par les cellules β-pancréatiques (Canale et al. 2013). 

Au niveau biologique, elle se traduit par une hyperinsulinémie basale et/ou une augmentation 
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de l’Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (index HOMA-IR). Un des 

mécanismes majeurs impliqués dans le développement de la résistance à l’insuline est 

l’abondance des AGL dans la circulation sanguine résultant d’une lipolyse inappropriée. Une 

hypothèse proposée, suggère que l’excès d’AGL perturbe les mécanismes de transmission du 

signal insulinique. Selon cette hypothèse, l’augmentation d’AGL dans le muscule conduirait à 

l’accumulation de certains métabolites, tels que l’acétyl-CoA et le diacylglycérol (DAG). Ces 

derniers activent la protéine kinase C (PKC), une sérine/thréonine kinase activée qui 

phosphoryle le substrat majeur du récepteur à l’insuline (IRS) sur des résidus sérine-thréonine. 

Cette phosphorylation empêche le recrutement et la transmission du signal insulinique vers la 

voie métabolique phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K) diminuant ainsi, la capture du glucose 

(Figure 10) (McCracken et al. 2018 ; Boden 2008). Un mécanisme similaire existe dans le foie 

ce qui conduit à une inhibition de la glycolyse. La résistance à l’insuline induit une inactivation 

des enzymes clés de la glycolyse avec en contrepartie une activation de la néoglucogenèse ce 

qui entraine une augmentation de la production hépatique de glucose (Boden et al. 2002 ; J. K. 

Kim et al. 2000). 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Mécanismes d’implication des AGL dans l’altération du signal insulinique 

L’excès d’acides gras  libres entraine une altération du signal insulinique. L’accumulation de 

métabolites dérivés des AGL tels que les DAG, active la PKC, qui en phosphorylant un résidu 
sérine (SER) au niveau de l’IRS-1, entraine une diminution de recrutement de la PI3K et une 
réduction du transport de glucose dans le tissu adipeux. (AGL : Acides gras libres, PKC : 
protéine kinase C, IRS-1 : insulin receptor substrat 1, PI3K : Phosphatidyl inositol 3 kinase, 
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Akt : protéine kinase, Ser : Sérine, DAG : diacylglycérol, PKA: phosphokinase A,  GLUT 4 : 
transporteur de glucose 4)  inspiré et modifié de (McCracken et al. 2018) 

Enfin, il semblerait également que l’augmentation intracellulaire des AGL diminue la 

transcription des gènes codant pour le GLUT 4 et diminue la stabilité de leur  acide 

ribonucléique messager (ARNm) (Armoni et al. 2005).  

4.3 Hypertension artérielle 

La prévalence de l’hypertension artérielle augmente avec la sévérité de l’obésité. La 

physiopathologie permettant d’expliquer l’hypertension artérielle associée à l’obésité et au 

syndrome métabolique est complexe. A ce sujet, plusieurs hypothèses ont été avancées dont 

l’insulinorésistance et l’hyperinsulinémie qui en résulte. Lors d’une résistance à l’insuline, le 

pancréas développe une réponse compensatrice en augmentant la sécrétion d’insuline pour 

éviter l’apparition du diabète.  Il a été démontré que l’hyperinsulinémie active le système 

rénine- angiotensine en augmentant l’expression de l’angiotensinogène, la formation de 

l’angiotensine II et l’expression du récepteur de l’angiotensine II (AT1) ce qui peut contribuer 

au développement de l’hypertension artérielle (Kaur 2014). Il a été démontré également que 

l’hyperinsulinémie stimule l’activité du système sympathique, et par conséquent, augmente la 

rétention sodée et le débit cardiaque. La pression artérielle s’élèverait d’autant plus volontiers 

que l’insuline ne peut induire son propre effet vasodilatateur par altération de l’activité de la 

nitric oxide synthase (NOS) endothéliale (Valensi et al. 2006) (Figure 11). D’autres 

mécanismes contribuent au développement de l’hypertension artérielle chez les individus en 

excès pondéral. C’est le cas de la leptine dont la sécrétion est augmentée au cours de l’obésité. 

La leptine stimule l’activité sympathique, de plus, ses effets vasodilatateur périphérique et 

natriurétique sont altérés pendant l’obésité (Villarreal et al. 1998).  

4.4 Les dyslipidémies 

La dyslipidémie associée à l’obésité abdominale se caractérise par des anomalies quantitatives 

et qualitatives des lipoprotéines riches en triglycérides (TG), des lipoprotéines de basse densité 

(LDL) et des lipoprotéines de haute densité (HDL).  

Dans des conditions d’insulinorésistance, l’excès d’activité lipolytique dans le tissu adipeux 

viscéral augmente le flux des AGL directement drainé par voie portale.  Le flux  accru des AGL 

allant du tissu adipeux vers le foie augmente la synthèse hépatique de TG.  Il en résulte des 

anomalies dans le métabolisme des lipoprotéines. On constate alors une élévation de la 

production des VLDL (very low density lipoprotein) riches en TG et IDL (intermediate density 
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lipoprotein), précurseurs de la formation des  LDL petites et denses ainsi qu’une diminution des 

HDL (Chan et al. 2004). Les particules de LDL de petite taille sont plus sensibles à l’oxydation 

et sont considérées comme particulièrement athérogènes (Zambon et al. 1999) (Figure 11). 

 

 

 

Figure 11: Schéma récapitulant la physiopathologie du syndrome métabolique 

AGL : acides gras libres, DAG : diacylglycérol, NO : monoxyde d’azote, TG : triglycérides, 
eNOS : endothéliale nitric oxide synthase, PI3 Kinase : phosphatidyl inositol3 kinase, PKC : 
phosphokinase C, GLUT4 : glucose transporter type -4, IRS-1/2 : Insulin receptor substrate-
1/2, VLDL : Very low density lipoprotein, LDL : low density lipoprotein, HDL : high density 
lipoprotein. Inspiré et modifié à partir de Boden 2008. 
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III. Syndrome métabolique et complications cardiovasculaires 

De plus en plus d’études montrent que le syndrome métabolique est fortement associé à une 

augmentation des risques de développer des maladies cardiovasculaires (Gierach et al. 2016). 

Le risque d’apparition d’événements cardiovasculaires est d’autant plus élevé si l’ensemble des 

composants du syndrome métabolique sont réunis chez le même individu. En effet une étude 

montre qu’une personne présentant 4 ou 5 composantes du syndrome métabolique a 4 fois plus 

de risque de développer une maladie coronarienne et 24 fois plus de risque de développer un 

diabète de type 2 qu’une personne saine (Sattar et al. 2003). 

1. Hyperactivité du système nerveux sympathique  

1.1 Hyperactivité du système nerveux sympathique et hypertension artérielle 

L’hypertension artérielle constitue une préoccupation majeure à cause de sa morbidité 

démontrée par de nombreuses études.  La contribution du système nerveux sympathique dans 

le développement, le maintien et la progression de l’hypertension artérielle n’est plus à prouver 

(Grassi et al. 2015). En effet, l’hyperactivité sympathique est  depuis de nombreuses années 

largement incriminée dans l’hypertension artérielle essentielle.  

La régulation autonomique de la pression artérielle par voie réflexe fait intervenir les 

barorécepteurs et les chémorécepteurs situés au niveau périphérique. Les barorécepteurs situés 

au niveau du sinus carotidien (reliés au système nerveux par le nerf de Héring) et de la crosse 

de l’aorte (reliés au système nerveux par le nerf de Cyon) sont très sensibles aux variations de 

la pression artérielle et permettent selon le cas d’activer ou d’inhiber le système nerveux 

sympathique (SNS) et le système nerveux parasympathique afin d’amortir toute variation de 

pression. Les chémorécepteurs sont stimulés par une augmentation de la pression partielle en 

CO2 (PCO2), ou une diminution du pH ou de la pression partielle en O2 (PO2). Ces 

chémorécepteurs émettent de ce fait, des influx inhibiteurs pour le centre cardiomodérateur et 

des influx excitateurs pour le centre vasomoteur, ce qui entraine une augmentation de la 

fréquence cardiaque et une vasoconstriction conduisant à une augmentation de la pression 

artérielle (Benjelloun et al. 2009). Il a été démontré que l’activité du SNS est élevée chez les 

jeunes rats spontanément hypertendus (SHR) avant  l’apparition de l’hypertension (Leosco et 

al. 2013) et que les barorécepteurs dans cette souche sont moins sensibles aux variations de 

pression que ceux de rats normotendus (Brown et al. 1976). Chez les SHR, une augmentation 

de pression artérielle plus importante est nécessaire pour activer la boucle baroréflexe et donc 

pour inhiber le SNS et activer le système nerveux parasympathique. Cette boucle baroréflexe 



 

 
28 

se trouve également altérée chez l’homme en cas d’hypertension artérielle mais aussi en cas 

d’obésité abdominale ou d’insulinorésistance (Thorp and Schlaich 2015). D’autres études ont 

montré une activité parasympathique cardiaque réduite chez les adultes SHR et qu’une 

sympathectomie néonatale permettrait de prévenir le développement de l’hypertension chez 

cette souche (Leosco et al. 2013). De ces observations, l’altération de la boucle baroréflexe en 

cas de syndrome métabolique pourrait donc être à l’origine d’une hyperactivité sympathique 

conduisant ainsi au maintien et à la progression de l’hypertension artérielle. Néanmoins, tous 

les patients avec un syndrome métabolique ne sont pas forcément hypertendus soulignant la 

complexité des mécanismes impliqués dans la physiopathologie du syndrome métabolique. 

En outre, l’hyperactivité sympathique et la réponse vagale inadéquate observées chez les sujets 

hypertendus n’agissent pas uniquement sur le système cardiovasculaire mais agissent 

également sur d’autres organes cibles du système nerveux autonome. En effet, la présence d’une 

activité sympathique de base plus importante, ainsi qu’une augmentation du relargage des 

catécholamines dans la circulation ont été démontrées dans de nombreux modèles animaux 

d’hypertension, ainsi que chez les patients avec une hypertension artérielle essentielle en 

comparaison avec des sujets normotendus (Leosco et al. 2013). Ce phénomène serait modulé 

par les nerfs afférents et efférents du système sympathique rénal. Toutes les fibres nerveuses 

vont cheminer depuis le hile rénal au niveau de l’adventice de la paroi de l’artère rénale. 

L’activité sympathique entre le système nerveux central et le rein est bidirectionnelle. Les influx 

nerveux efférents, qui proviennent du système nerveux central et aboutissent aux reins, 

augmentent l’activité du système rénine-angiotensine (relargage de la rénine par les cellules 

juxtaglomérulaires), les résistances vasculaires (via les effets sur les récepteurs α1-

adrénergiques), ainsi que la rétention sodée (Bell-Reuss et al. 1976), tout en diminuant le flux 

sanguin rénal. L’ampleur de l’hyperactivité sympathique est étroitement liée à la sévérité de 

l’hypertension. Le pronostic de l’hypertension artérielle dépendrait donc de la réduction de cette 

hyperactivité sympathique (Benjelloun et al. 2009). 

1.2 Hyperactivité du système nerveux sympathique et obésité 

L’obésité est définie par l’OMS comme une augmentation anormale ou excessive de la masse 

grasse totale et plus particulièrement une augmentation de la taille des adipocytes. Elle résulte 

de l’interaction de facteurs génétiques et environnementaux particulièrement complexes. 

Communément, l’accumulation de ce tissu gras est la conséquence d’une réduction notable du 

niveau général d’activité physique, et souvent d’un excès d’aliments riches en calories. Comme 

le SNS constitue un élément clé dans la régulation de la balance énergétique, du système 
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cardiovasculaire et de la sécrétion d’insuline, il a été rapidement suggéré qu’un 

dysfonctionnement de celui-ci pourrait être en lien avec la pathogenèse de l’obésité. Cependant  

les études ayant évalué l’activation du système sympathique dans l’obésité sont controversées. 

A ce sujet, deux grandes hypothèses ont été émises. La première suggère qu’une diminution de 

l’activité du SNS chez les rongeurs, était associée au développement de l’obésité par inhibition 

de la thermogenèse (Bray 1991). Contrairement à ces observations, d’autres études ont montré 

que la suralimentation avait tendance à stimuler l’activité du SNS chez les rongeurs et qu’à 

l’inverse, le jeûne avait tendance à la supprimer. Des effets similaires ont aussi été rapportés 

chez l’homme (Landsberg 2006). Selon Landsberg, l’accroissement de l’activité sympathique 

s’explique par l’augmentation des taux d’insuline circulante souvent associée à l’obésité. Cette 

hyperactivité du SNS serait donc une réponse physiologique pour stimuler la thermogénèse de 

façon à maintenir un poids constant (Landsberg 2001). Toutefois, il est intéressant de noter que 

l’activité sympathique de sujets présentant une obésité abdominale est plus importante que celle 

de sujets présentant une obésité périphérique soulignant l’importance de la localisation 

anatomique du tissu adipeux (Grassi et al. 2004). 

Un autre mécanisme a été proposé pour expliquer le lien entre l’hyperactivation du SNS et 

l’obésité. Il s’agit de l’augmentation des concentrations plasmatiques de la leptine. 

L’augmentation de la  sécrétion de la leptine par le tissu adipeux abdominal est positivement 

corrélée au risque de développer un syndrome métabolique (Galletti et al. 2007). En conditions 

normales, la leptine provoque une sensation de satiété et active la thermogenèse de façon à 

prévenir le gain de poids (Canale et al. 2013). Cependant plusieurs études ont montré que la 

leptine est aussi un important activateur du SNS chez les rongeurs. En effet, il a été démontré 

que des perfusions de leptine activent les fibres sympathiques dans le muscle squelettique, le 

tissu adipeux brun et le rein induisant une augmentation de la pression artérielle (Lafontan 

2014) et que l’injection intracérébrale de leptine augmente considérablement l’activité du SNS 

(Haynes 2000). L’augmentation de la sécrétion de la leptine chez les personnes obèses entraine 

une hyperleptinémie (Eikelis and Esler 2005). Cette hyperleptinémie chronique conduit à une 

résistance de ses récepteurs centraux inhibant ainsi les mécanismes de satiété et de 

thermogenèse.  

L’ensemble de ces données permet d’établir clairement un lien entre l’obésité et l’hyperactivité 

sympathique. Cependant, la relation de causalité entre l’hyperactivité sympathique et l’obésité 

n’est pas bien élucidée jusqu’à présent. 
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1.3 Hyperactivité du système nerveux sympathique et insulinorésistance 

Comme la présence d’une insulinorésistance est en règle générale fortement associée à l’obésité 

abdominale et à la plupart des anomalies du syndrome métabolique, il est donc difficile 

d’étudier l’activité sympathique chez des sujets insulino-résistants indépendamment des autres  

troubles. Des études ont montré qu’une augmentation des taux d’insuline circulante induisait 

un accroissement de l’activité sympathique chez les rongeurs. Cette observation a permis 

d’émettre l’hypothèse que l’hyperinsulinémie souvent associée à l’obésité débouche sur une 

activation du SNS (Landsberg 2001). De manière similaire, d’autres travaux ont confirmé que 

l’administration d’insuline en intra-cérébroventriculaire chez le rat accroit également l’activité 

nerveuse sympathique de façon non uniforme dans l’organisme (Muntzel et al. 1994 ; 

Rahmouni et al. 2004). L’action centrale de l’insuline se fait par fixation sur ses récepteurs 

localisés dans le noyau arqué hypothalamique. La liaison de l’insuline à ses récepteurs 

hypothalamiques lui permet d’accroitre l’activité des nerfs sympathiques lombaires et de 

promouvoir un gain du contrôle sympathique du baroréflexe (Cassaglia et al. 2011). Toutes ces 

données suggèrent que l’hyperinsulinémie pourrait donc contribuer, du moins pendant sa phase 

d’installation à l’hyperactivité sympathique décrite chez l’obèse. 

Par ailleurs, on retrouve une forte activité inflammatoire en cas d’obésité abdominale avec une  

sécrétion accrue de facteurs pro-inflammatoires par l’adipocyte comme IL6, le TNF , la leptine 

ou encore la C reactive protein (CRP) (Gutierrez et al. 2009). Il a été décrit que l’ensemble de 

ces facteurs conduisent à une hyperactivation sympathique (Lafontan 2014). 

1.4 Hyperactivation du système nerveux sympathique et dyslipidémies 

Le tissu adipeux viscéral est un tissu métaboliquement très actif avec hydrolyse continue des 

TG contenus dans les adipocytes et une libération excessive d’AGL. Les AGL semblent 

également interagir avec le SNS. En effet, il a été démontré que les AGL sont capables de 

traverser la barrière hémato-encéphalique (Qi et al. 2002) et d’aller stimuler l’hypothalamus 

induisant ainsi  une augmentation de l’activité sympathique (Florian and Pawelczyk 2009) aussi 

bien chez des sujets obèses et hypertendus que chez les sujets sains (Gadegbeku et al. 2002). 

De plus, une étude a aussi montré qu’une injection aiguë de lipides sous forme d’AGL chez des 

sujets obèses normotendus présentant un diabète de type 2, augmente la pression artérielle et 

l’activité du SNS  et altère la fonction endothéliale (Umpierrez et al. 2009). 
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2. Dysfonctions cardiaques 

Les complications de la fonction cardiaque associées à l’obésité sont qualifiées de « 

cardiomyopathie de l'obésité ». Deux mécanismes physiopathologiques semblent être impliqués 

dans les effets délétères du syndrome métabolique sur la fonction ventriculaire gauche : 

l'augmentation de la précharge ventriculaire secondaire à la majoration du volume plasmatique 

induite par l'augmentation de la masse grasse et l'augmentation de la postcharge ventriculaire 

gauche due à l'association fréquente d'une hypertension artérielle à l'obésité, induite par 

l'activation du système nerveux sympathique (Galinier et al. 2005). En effet, l’obésité entraine 

une élévation du débit cardiaque afin de répondre à une demande métabolique accrue due à 

l’augmentation de la masse grasse. Le volume plasmatique élevé entraine une surcharge 

volumétrique conduisant à une augmentation de la précharge. Afin de s’adapter à cette 

augmentation chronique de la précharge, une hypertrophie ventriculaire gauche excentrique 

s’installe progressivement. Elle se caractérise par un allongement des cardiomyocytes et par 

une augmentation du diamètre de la chambre ventriculaire gauche. Des études plus récentes ont 

montré que les sujets présentant un syndrome métabolique développent une hypertrophie 

ventriculaire gauche concentrique suite à une augmentation chronique de la postcharge (Tune 

et al. 2017). Elle se caractérise par une augmentation de la pression intraventriculaire au cours 

de la systole entrainant une augmentation de l’épaisseur de la paroi cardiaque et une diminution 

de la taille de la lumière. Qu’elle soit excentrique ou concentrique, l’hypertrophie ventriculaire 

s’accompagne d’une perte progressive de la contractilité du cœur pouvant évoluer en 

insuffisance cardiaque. 

En effet, ces mécanismes d’adaptation initialement bénéfiques, permettent de normaliser la 

pression exercée sur la paroi du myocarde et d’améliorer la capacité d’éjection du cœur. Ils ont 

cependant, des effets néfastes à long terme conduisant à un remodelage tissulaire (Grossman et 

al. 1974).  

L’hypertrophie cardiaque inadaptée ne permettant pas de normaliser les contraintes pariétales 

peut progresser en insuffisance cardiaque qui se définit comme l’incapacité du cœur à assurer 

un débit sanguin adéquat au besoin de l’organisme tant à l’effort qu’au repos dans des 

conditions de pression et de remplissage ventriculaires normales (McMurray et al. 2012). C’est 

la conséquence ultime des différentes agressions pouvant affecter la fonction cardiaque.  
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Lors du syndrome métabolique, deux types d’insuffisance cardiaque peuvent être rencontrés 

(Galinier et al. 2005) :  

-  L’insuffisance cardiaque diastolique qui se caractérise par une altération de la relaxation et 

de la compliance diastolique du ventricule gauche avec une fonction systolique d'éjection 

conservée (débit sanguin éjecté par chaque ventricule).  

- L’insuffisance cardiaque systolique survient plus tardivement quand l’hypertrophie n’est pas 

suffisamment importante pour lutter contre l’augmentation chronique de la précharge et de la 

postcharge. 

L’un des mécanismes majeurs impliqués dans les dysfonctions cardiaques associées au 

syndrome métabolique est l’altération de la réponse β-adrénergique cardiaque 

2.1 Altération des récepteurs β-adrénergiques 

Il a été démontré que la réponse à la stimulation des récepteurs β-adrénergiques était altérée 

dans des modèles animaux de syndrome métabolique ce qui laisse supposer qu’une dysfonction 

β-adrénergique liée au syndrome métabolique pourrait en être une des causes.  

La stimulation excessive et prolongée des récepteurs β-adrénergiques induit un arrêt ou une 

atténuation de la transmission de leur propre signal afin d’éviter les effets délétères que cela 

entraine sur la fonction cardiaque. Le contrôle direct de l’activation des récepteurs est la 

conséquence d’une modification covalente par phosphorylation. Une fois phosphorylés, les  

récepteurs sont désensibilisés, séquestrés et internalisés pour être dégradés ou recyclés vers la 

membrane (Jaber and Giros 2012). On distingue deux mécanismes de désensibilisation : la 

désensibilisation homologue et la désensibilisation hétérologue. 

La désensibilisation homologue d’un récepteur couplé à une protéine G n’intervient qu’après 

fixation d’un ligand sur ce récepteur et sa phosphorylation par une kinase de la famille des « G-

protein-coupled receptor kinase » (GRK). La famille des GRK contient six membres dont la 

plus décrite est la β -adrenergic receptor kinase-type 1 (β ARK-1). Son expression a été montrée 

comme augmentée lors d’une stimulation chronique des récepteurs β-adrénergiques (Ho et al. 

2010).  

Lorsque le récepteur β-adrénergique est activé par son ligand, la β ARK-1 peut alors le 

phosphoryler au niveau de la 3ème boucle cytoplasmique intracellulaire et du domaine C-

terminal (Walther and Ferguson 2013). Cette phosphorylation permet le recrutement d’une 

protéine cytosolique à la membrane, la β-arrestine. La liaison de la β -arrestine au récepteur 
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diminue son affinité pour la protéine G et par conséquent, produit un découplage fonctionnel 

entre le récepteur et la protéine G, l’internalisation du récepteur et sa digestion (Patel et al. 

2008; Violin et al. 2014) (Figure 12).  Ceci conduit à la réduction du nombre des récepteurs β-

adrénergiques à la surface membranaire. La désensibilisation homologue constitue le moyen le 

plus rapide pour régler l’activité des récepteurs couplés aux protéines G. 

Contrairement à la désensibilisation homologue, la désensibilisation hétérologue ne nécessite 

pas la fixation d’un agoniste au récepteur β-adrénergique (Freedman and Lefkowitz 1996). Elle 

est effectuée par la phosphorylation du récepteur au niveau de la partie C-terminale des 

récepteurs β-adrénergiques par la PKA. 

L’ensemble de ces phénomènes aboutit à une réduction de la réponse observée lors de 

l’administration d’un agoniste β-adrénergique. Ce phénomène est particulièrement marqué pour 

les récepteurs β1-adrénergiques. Il l’est beaucoup moins pour les récepteurs β2-adrénergiques 

(Brodde 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Désensibilisation homologue des récepteurs β1-adrénergiques cardiaques 

Le ligand se fixe et active le récepteur. Ce dernier est alors phosphorylé par la kinase des 
récepteurs couplés aux protéines G (β ARK). Cette phosphorylation permet le recrutement de 
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la β-arrestine. Le récepteur est alors internalisé et sera soit dégradé soit recyclé à la membrane 
cellulaire. D’après (Patel, et al. 2008; Violin et al. 2014). β ARK : kinase des récepteurs β-
adrénergiques, P : phosphate 

 

2.2 Altération de la signalisation β-adrénergique  

Plusieurs études ont montré une réduction de la réponse inotrope positive après stimulation β-

adrénergique lors du syndrome métabolique. En plus  des mécanismes de désensibilisation des 

récepteurs β-adrénergiques et/ ou de diminution de leur expression (Jiang et al. 2015), d’autres 

mécanismes ont également été évoqués pour expliquer la dysfonction β-adrénergique cardiaque 

chez les sujets présentant un syndrome métabolique. En effet, il a été démontré  que la 

diminution de la réponse inotrope positive était due non pas à une diminution du nombre des 

récepteurs β-adrénergiques mais à une altération de la signalisation β-adrénergique sous-

jacente. Cette hypothèse est renforcée par une étude indépendante qui montre que la réponse 

inotrope à la forskoline (un activateur direct de l’adénylate cyclase) ou à un analogue de l’AMPc 

est diminuée chez les personnes obèses (Tamada et al. 1998). 

Selon d’autres études, la dysfonction cardiaque observée chez les personnes obèses est liée à 

une altération dans le transport du calcium intracellulaire. Cette altération serait attribuée  à une 

diminution de l’activation de la SERCA via la Ca2+-calmoduline kinase. Il en résulte une 

déplétion du stock en calcium dans le réticulum sarcoplasmique et par conséquent, une 

diminution de la libération du Ca2+ par les récepteurs à la ryanodine. Ces études n’excluent pas 

non plus l’hypothèse que l’obésité soit aussi à l’origine d’une augmentation de l’affinité du 

calcium pour la troponine C (Lima-Leopoldo et al. 2011). 

3. Dysfonctions vasculaires 

3.1 Hyporéactivité vasculaire 

Parmi les dysfonctions vasculaires observées au cours du syndrome métabolique, nous 

retrouvons la diminution de la fonction contractile des CML vasculaires. Plusieurs mécanismes 

ont été proposés pour expliquer ce phénomène parmi lesquels : l’augmentation de l’activation 

de la iNOS et la désensibilisation/ ou la diminution de l’expression des récepteurs α1-

adrénergiques vasculaires. 

Le NO joue un rôle important dans la dysfonction vasculaire associée au syndrome 

métabolique. En effet l’augmentation de la synthèse du NO au niveau des CML et des cellules 

endothéliales contribue en grande partie à la baisse de la réactivité des CML aux agents 
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vasoconstricteurs. A ce sujet, des études ont montré que la production exagérée de NO au cours 

du syndrome métabolique pourrait être la conséquence d’une augmentation de l’expression de 

la iNOS. Cette enzyme peut être stimulée à la fois au niveau de l’endothélium et dans les CML 

par les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF α et les endotoxines. La production 

pathologique de NO par la iNOS serait à l’origine de la résistance vasculaire aux agents 

vasoconstricteurs semblable à la situation caractéristique du choc septique (Mollace et al. 2005). 

L’augmentation de la synthèse du NO au cours du syndrome métabolique serait donc lié à un 

mécanisme d’adaptation de l’organisme afin de préserver un flux sanguin approprié et de 

maintenir l’homéostasie vasculaire (Vendrame et al. 2014). Cependant, selon d’autres études, 

l’hyporéactivité vasculaire observée dans le syndrome métabolique serait probablement 

associée à une activité accrue du système nerveux sympathique. L’hyporéactivité vasculaire est 

ainsi perçue comme un mécanisme de compensation pour neutraliser l’hypertension artérielle 

(Battault et al. 2018). Toutefois, les mécanismes sous-jacents ne sont pas clairement établis et 

restent à élucider. Il a été démontré que la leptine, une adipokine connue pour augmenter le 

tonus sympathique, induit une contraction vasculaire plus faible à l’épinéphrine. Cette réponse 

est associée à une expression plus faible du gêne α1D-adrénergique (Belin de Chantemèle et al. 

2009). Les mêmes observations ont aussi été décrites chez des souris obèses (Belin de 

Chantemèle et al. 2011). 

3.2 Dysfonction endothéliale 

Le terme de dysfonction endothéliale regroupe un ensemble d’altérations des fonctions 

régulatrices de l’endothélium qui affecte l’homéostasie vasculaire et entraine l’apparition de 

certaines pathologies. Elle peut se manifester soit par un déséquilibre entre les agents 

vasodilatateurs et vasoconstricteurs, un déséquilibre entre la fonction antithrombogène et 

procoagulante, une altération de la biosynthèse et de la libération de facteurs anti-

inflammatoires ou encore comme une anomalie de la perméabilité (Avogaro and de 

Kreutzenberg 2005). Elle est souvent associée aux principaux facteurs de risque 

cardiovasculaires tels que l’hypercholestérolémie, le diabète, l’hypertension artérielle, 

l’insulinorésistance et les maladies coronariennes (Taddei et al. 2003 ; Vanhoutte et al. 2017). 

Toutefois, dans plusieurs études, la dysfonction endothéliale est réduite aux fonctions 

vasomotrices. Elle se définit ainsi par une diminution de la biodisponibilité du NO endothélial 

dont l’une de ses principales manifestations est l’altération fonctionnelle de la vasorelaxation 

dépendante de l’endothélium dans différents territoires vasculaires (Taddei et al. 2003 ; Bahia 

et al. 2006). Il est largement reconnu que le NO produit exclusivement par les NOS joue un rôle 



 

 
36 

majeur dans le développement des altérations cardiovasculaires. En effet, il a été démontré dans 

des modèles animaux d’hypertension artérielle que la relaxation endothélium dépendante 

induite par l’acétylcholine était altérée dans les vaisseaux de conductance, comme dans les 

vaisseaux de résistance (Priviero et al. 2009).  

3.2.1 Mécanismes biologiques impliqués 

La réduction de la biodisponibilité en NO est théoriquement la conséquence soit d’un défaut de 

sa production, soit d’une augmentation de sa capture et de sa dégradation (Williams et al. 2002). 

3.2.1.1 Diminution de la production / activité du NO 

Plusieurs mécanismes semblent être impliqués dans la diminution de la production du NO ou 

de son activité (Pellegrin et al. 2009 ; Braam and Verhaar 2007) :  

 La réduction de l’expression /et ou de l’activité de la eNOS entraine une baisse de la 

production du NO et donc un déséquilibre en faveur des facteurs vasoconstricteurs, ce 

qui entraine une dysfonction endothéliale et favorise la vasoconstriction. 

 Le découplage de la eNOS en l’absence de l’un de ses substrats (ex : L-arginine) ou de 

l’un des cofacteurs essentiels à sa production. 

 L’altération des voies de signalisation initiées par le NO consécutive à l’altération des 

mécanismes effecteurs. 

La diminution de la production du NO peut être aussi la conséquence d’une modification 

fonctionnelle de l’endothélium (altération des récepteurs endothéliaux…) ou la conséquence 

d’une modification structurale du vaisseau qui vont modifier les fonctions régulatrices de 

l’endothélium (Widlansky et al. 2003). D’autre part, la dégradation accrue du NO joue 

également un rôle  majeur dans le développement  de la dysfonction endothéliale. Elle est 

souvent causée par un stress oxydant consécutif à une production excessive de radicaux libres 

(Senoner and Dichtl 2019). 

3.2.1.2 Le stress oxydant : mécanisme clé dans la dysfonction endothéliale 

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre les facteurs pro-oxydants et anti-

oxydants en faveur des facteurs pro-oxydants entrainant des dommages cellulaires (Atamer et 

al. 2008). Il apparait lorsque les radicaux libres sont produits en grande quantités dépassant les 

capacités d’élimination du système de défense anti- oxydante. 
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En conditions physiologiques, les radicaux libres sont produits en faibles quantités et ne 

présentent pas d’effets délétères sur les cellules car ils sont constamment éliminés par les 

mécanismes de défense enzymatique qui font intervenir notamment la vitamine C et la 

superoxyde dismutase (SOD) (Pellegrin et al. 2009). Les radicaux libres impliquant un ou 

plusieurs atomes d’oxygène se nomment les espèces réactives à l’oxygène (ERO). Elles sont 

produites essentiellement au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cependant, 

plusieurs enzymes ont été identifiées comme productrices de ERO au niveau vasculaire. La 

NADPH oxydase et la xanthine oxydase en représentent les deux  principales sources (Incalza 

et al. 2018 ; Pierce et al. 2009). Il existe en conditions physiologiques, un équilibre permanent 

entre la génération des ERO pro-oxydants et leur dégradation par les enzymes anti- oxydantes 

(les superoxydes dismutases) afin de protéger les cellules du stress oxydant. Cependant, en 

condition pathologique et notamment en présence de facteurs de risques cardiovasculaires, 

l’équilibre entre les facteurs pro-oxydants et antioxydants est rompu. Ce déséquilibre se 

caractérise par une augmentation de la production des ERO et une libération accrue de l’anion 

superoxyde. Ce dernier va alors pénétrer dans le cytosol pour se combiner au NO et former 

l’anion peroxynitrite (ONOO-) (Figure 13) (Griendling and FitzGerald 2003). En favorisant 

l’oxydation des LDL-cholestérol, l’anion peroxynitrite est considéré comme un des éléments 

majeurs de l’initiation des complications cardiovasculaires (Williams et al. 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Altération moléculaire dans la cellule endothéliale en présence d'un facteur de 
risque cardiovasculaire. D’après Pellegrin et al. (2009). 
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L’anion peroxynitrite peut aussi contribuer à la dysfonction endothéliale en dégradant le BH4 

favorisant ainsi le découplage de la eNOS (Incalza et al. 2018).  

3.3 Dysfonction endothéliale et syndrome métabolique 

3.3.1 Dysfonction endothéliale et hypertension artérielle 

Dans l’hypertension artérielle, l’endothélium perd ses capacités à libérer l’EDHF entrainant une 

vasoconstriction (Konukoglu and Uzun 2017). De plus, il a été démontré que l’hypertension 

artérielle s’accompagne de modifications structurelles des artères. Il existe deux types de 

modifications structurelles dans les vaisseaux de la microcirculation : la raréfaction de la 

microcirculation et le remodelage artériolaire. C’est le remodelage artériolaire interne qui est 

responsable de la majorité des élévations chroniques de la résistance vasculaire systémique 

observée dans l’hypertension artérielle (Jacobsen et al. 2011). Ces modifications structurelles 

entrainent une dysfonction endothéliale en altérant les capacités vasodilatatrices de 

l’endothélium. 

Par ailleurs, il est largement documenté que le stress oxydant joue un rôle central dans la 

physiopathologie de l’hypertension artérielle et au développement de la dysfonction 

endothéliale. A cet égard, plusieurs études ont montré une augmentation de l’expression et de 

l’activation des NADPH oxydases productrices des ERO et spécifiquement des anions 

superoxydes au niveau des cellules endothéliales et le long de la paroi vasculaire dans des 

modèles animaux d’hypertension artérielle (Alvarez et al. 2008 ; Saha et al. 2008). Il a aussi été 

rapporté que les niveaux du BH4, cofacteur essentiel à la production de l’eNOS étaient diminués 

chez les SHR pré-hypertendus (Miloradović et al. 2008). De plus, des études ont montré un 

découplage de la eNOS dans les vaisseaux des SHR  qui semblerait être  lié à l’augmentation 

de  l’oxydation du BH4 par  l’anion peroxynitrite (Incalza et al. 2018).  

Dans les conditions physiologiques, les radicaux libres sont éliminés par les mécanismes de 

défense enzymatique dont la SOD. Des études ont monté une diminution de l’expression de la 

SOD dans les artères de SHR (Priviero et al. 2009). Cette réduction contribue à maintenir 

l’altération de la relaxation vasculaire dépendante de l’endothélium.   

3.3.2 Dysfonction endothéliale et obésité  

L’obésité est un état pathologique caractérisé par une inflammation chronique infraclinique et 

de bas grade. Actuellement, elle est considérée comme un véritable marqueur de risque de la 

survenue d’accidents cardiovasculaires (Miâdi-Messaoud et al. 2010).  
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L’obésité contribue au développement de la dysfonction endothéliale par l’augmentation de la 

production d’adipokines pro-inflammatoires et d’AGL par le tissu adipeux. Des études 

cliniques et expérimentales réalisées sur des modèles animaux d’obésité génétique et induite 

par un régime alimentaire riche en matière grasse ou en fructose, ont  montré une altération de 

la vasorelaxation dépendant du NO au niveau de l’aorte en réponse à l’acétylcholine (Ketonen 

et al. 2010 ; Halimi et al. 2010). Cette altération était corrélée à la quantité du tissu adipeux 

viscéral. La libération locale de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 et TNFα  

provoquent des changements phénotypiques dans les cellules endothéliales qui vont exprimer 

des ligands de surface cellulaire tels que les sélectines, les molécules d’adhésion vasculaires et 

la protéine chimio-attractante monocytaire-1 (MCP-1). Ceci facilite les interactions 

endothéliales favorisant ainsi l’infiltration des monocytes et la formation de cellules riches en 

lipides et leur accumulation avec une altération de la relaxation dépendante de l’endothélium 

du NO. Ce processus représente un élément crucial dans le développement de l’athérosclérose 

(Meyers and Gokce 2007).  

D’autre part, les cellules adipeuses produisent des substances antiathérogènes et  vasculo-

protectrices comme l’adiponectine. Il a été démontré que les taux d’adiponectine sont diminués 

chez les personnes obèses et ont en revanche, tendance à augmenter avec la perte de poids ou 

la pharmacothérapie contre l’obésité (Meyers and Gokce 2007). En ce qui concerne la 

vasomotricité, des études ont montré que l’adiponectine stimule la production de NO dans les 

cellules endothéliales en culture et diminue l’expression des molécules d’adhésion induites par 

les cytokines inflammatoires. Ainsi, l’hypoadiponectinémie consécutive à l’obésité serait 

associée à une altération de la fonction vasodilatatrice dépendante de l’endothélium (Ouchi et 

al. 2003). Selon d’autres études réalisées sur des modèles animaux d’obésité, il existe une 

production anormale de l’endothéline-1 par l’endothélium chez les animaux obèses. 

L’endothéline-1 est un puissant agent vasoconstricteur pro-athérogène. Une telle augmentation 

pourrait induire la baisse de la production du NO (Prieto et al. 2014). 

Enfin, la biodisponibilité  réduite du NO due au stress oxydatif apparait également comme l’une 

des principales causes de dysfonctionnement endothélial de l’obésité. En effet, dans un contexte 

d’inflammation, le tissu adipeux et en particulier le tissu adipeux périvasculaire secrète de plus 

grandes quantités de ERO et d’adipokines qui détériorent les voies de signalisation du NO 

(Engin 2017). A ce sujet, des études menées sur des adipocytes en culture de souris obèses ont 

montré une augmentation du stress oxydatif dans le tissu adipeux et une régulation à la hausse 
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de l’activité de la NADPH oxydase associées à une production anormale d’adipokines 

(Furukawa et al. 2004). 

3.3.3 Dysfonction endothéliale et insulinorésistance 

Dans un contexte d’insulinorésistance, l’activation de la PKC par les fortes concentrations en 

glucose, les acides gras non estérifiés, le DAG et la production élevée d’anions superoxydes 

entrainent un diminution de l’expression de la eNOS et une altération de la signalisation des 

cellules vasculaires (Rask-Madsen and King 2005). En effet, l’activation de la PKC dans les 

tissus vasculaires de sujets insulino-résistants pourrait inhiber l’activité de la PI3K et 

l’expression de la eNOS ce qui entraine un dysfonctionnement endothélial par baisse de la 

production du NO (Kuboki et al. 2000). D’un autre côté, la tyrosine kinase du récepteur à 

l’insuline (IRS-1) et la kinase-1 dépendante du phosphoinositide (PDK-1) jouent un rôle 

essentiel dans les voies de signalisation de l’insuline conduisant à l’activation de la eNOS. Il a 

été démontré que la phosphorylation de la tyrosine induite par l’IRS-1/2, l’activation de la PI3K 

et la phosphorylation de la sérine d’Akt/PKB sont altérées dans le système vasculaire des 

animaux obèses et résistants à l’insuline. Chez ces sujets, les fonctions vasodilatatrices et 

antiathérogènes de l’insuline sont diminuées tandis que les actions pro-athérogènes médiées par 

la cascade de MAPK peuvent être accrue en raison d’une hyperinsulinémie. L’altération de la 

voie de signalisation de l’insuline dépendante de PI3K dans l’action de l’insuline contribue à la 

dysfonction endothéliale associée à la résistance à l’insuline (Engin 2017). 

De plus, une altération métabolique de la signalisation dépendante de la PI3K dans 

l’endothélium peut entrainer un déséquilibre entre la production de  NO et la sécrétion 

d’endothéline-1. Ce déséquilibre conduit à une diminution du flux sanguin qui aggrave la 

résistance à l’insuline (J. Kim et al. 2006 ; Engin 2017). 

3.3.4 Dysfonction endothéliale et dyslipidémies 

La dyslipidémie est caractérisée par une augmentation du LDL-cholestérol et une baisse du 

HDL-cholestérol. Il a été démontré que le LDL oxydé favorisait la production d‘anions 

superoxydes et augmentait la production des ERO par la eNOS elle-même, après l’avoir activée 

(J. Li et al. 2019). Selon une autre étude, la dysfonction endothéliale implique essentiellement 

une augmentation de l‘activité de la NADP oxidase productrice des ERO, dans un modèle de 

rat hyperlipidémique après un régime high fat (T.-B. Li et al. 2017). 
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3.3.5 La dysfonction endothéliale et athérosclérose 

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire de la paroi artérielle qui apparait suite à une 

agression de l’endothélium vasculaire notamment par la présence des LDL oxydées. 

L’endothélium n’exerçant plus ses fonctions régulatrices, favorise l’adhérence des monocytes 

circulants au niveau de la surface de l'endothélium et leur pénétration dans l'espace sous 

endothélial. C’est l'étape initiatrice dans la formation de la plaque athéromateuse. Les 

monocytes se transforment ensuite en macrophage puis en cellules spumeuses sous l'influence 

de différents facteurs. La rupture des cellules spumeuses provoque le dépôt du cholestérol dans 

l’intima sous forme de corps lipidique. Les macrophages jouent un rôle délétère important dans 

les différentes étapes de l'athérosclérose, essentiellement par la production de cytokines pro-

inflammatoires qui génèrent à la fois la croissance de la plaque, et sa fragilisation (Duriez 2004). 

La plaque athéroscléreuse se caractérise par une chape fibreuse constituée de CML, de 

collagènes et d'une matrice extra-cellulaire qui entoure le corps lipidique. Les CML proviennent 

de la média après migration à travers la limitante élastique interne vers l’intima et prolifération 

sous influence des facteurs de croissance. La chape fibreuse est considéré comme un facteur de 

stabilité de la plaque d'athérome (Duriez 2004). 

IV. Le microbiote intestinal 

1. Définition  

Le microbiote intestinal désigne l’ensemble de la population de micro-organismes vivant au 

sein du tractus gastro-intestinal en accord avec l’hôte. Il est, de loin, le plus peuplé et les 

bactéries y sont les micro-organismes les plus nombreux (Raibaud et Ducluzeau., 1989). 

Actuellement, les auteurs le qualifient comme étant un organe à part entière ayant coévolué 

avec son hôte pour parvenir à une relation symbiotique menant à l’homéostasie physiologique. 

Il joue un rôle primordial dans le métabolisme des composants alimentaires non digestibles, 

dans la production de vitamines et d’acides gras à courte chaine, et dans la mise en place du 

système immunitaire de l’hôte. Un déséquilibre  dans la composition bactérienne du microbiote 

intestinal appelé aussi une dysbiose intestinale, a été associé à des dysfonctionnements de 

l’appareil digestif et à l’apparition des maladies métaboliques (Festi et al,2014). 

2. Composition  

Le fœtus des mammifères se développe in utero dans un environnement stérile (Doré and 

Corthier 2010). A la naissance, le tractus digestif du nouveau-né entre en contact 
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progressivement avec les bactéries provenant du microbiote maternel et de l’environnement. 

Ces bactéries vont coloniser rapidement son tube digestif et participer à la mise en place du 

microbiote intestinal de l’enfant (Gérard 2011).   

Le microbiote intestinal abrite plus de 1014 microorganismes, ce qui représente 10 à 100 plus 

fois le nombre de cellules du corps humain et l’équivalent d’une masse d’environ 1 kg (Kaoutari 

et al. 2014). La plupart de ces microorganismes n’ont pas encore été identifiés à ce jour 

(Coudeyras and Forestier 2010). La composition du  microbiote intestinal est décrite 

habituellement à partir de l’analyse des échantillons de selles. Elle représente ainsi la 

composition microbienne de la partie terminale du tube digestif. Firmicutes Bacteroidetes et 

Actinobacteria sont les trois principaux phyla du microbiote intestinal et constituent près de 

90% de la population totale (Gérard 2011). Le phylum des Firmicutes (Bactéries à gram positif), 

est en général le plus représenté comportant plus de la moitié des bactéries présentes. Les 

Bacteroidetes (Bactéries anaérobies à gram négatif), deuxième phylum dominant, représente10 

à 30%  des bactéries totales. Quant aux Actinobacteria, ils sont moins systématiquement 

détectés en dominance et représentent moins de 10% (Gérard 2011). Il est important de noter 

que  la composition du microbiote intestinal varie quantitativement et qualitativement le long 

du tube digestif en lien avec les variations des conditions biochimiques dans les différents 

compartiments du tractus gastro-intestinal (Figure 14). Ainsi, Au niveau de l’estomac, l’acidité 

gastrique  a été décrite comme  toxique pour la plupart des bactéries. Cependant, seulement 

quelques bactéries sont capables de résister à ces conditions de PH très acide dont les bactéries: 

Helicobacter Pylori  et Streptococcus sp. (Bik et al. 2006). En effets, la densité bactérienne au 

niveau gastrique, est estimée à quelques centaines de bactéries. Malgré la toxicité des sécrétions 

pancréatiques et des sels biliaires, la densité bactérienne augmente le long du tube digestif a 

atteint son maximum dans le colon distal avec 1011 bactéries par gramme (Leclerc et al. 2007). 

Le péristaltisme important est associé à un diminution de la teneur en oxygène dans l’intestin 

grêle jusqu’à sa disparition totale dans la partie distale du tube digestif (Leclerc et al. 2007). 

Les bactéries qui résident à ce niveau sont ainsi  majoritairement anaérobies strictes. 
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Figure 14: Schéma illustrant les principaux stress physico-chimiques et la concentration 
bactérienne dans chaque compartiment  du tractus gastro-intestinal. D’après Coudeyras and 

Forestier (2010) 

 

3. Facteurs influençant la composition du microbiote intestinal 

3.1 Influence du terrain génétique 

Malgré le fait que le tractus gastro-intestinal du nouveau- né se trouve dès la naissance confronté 

à une multitude de micro-organismes provenant de l’environnement, des études ont montré 

l’importance du terrain génétique dans la modulation de la colonisation bactérienne du 

nouveau-né. En effet, une étude menée sur 3 couples de jumeaux homozygotes a montré 

qu’après l’âge de 25 ans, ceux-ci avaient un  microbiote similaire suggérant que le génotype de 

l’hôte pourrait jouer un rôle déterminant dans la mise en place du microbiote intestinal (Erwin 

G. Zoetendal 2001).  

 

 



 

 
44 

3.2 Influence du régime alimentaire 

De nombreuses études ont évalué l’importance du régime alimentaire dans la modulation du 

microbiote intestinal de l’hôte qu’il soit bénéfique ou néfaste. A ce sujet, une étude réalisée sur 

des rats ayant reçu du sucralose pendant 12 semaine, a montré des proportions diminuées de 

Bacteroides, Clostridia et des bactéries aérobies dans le microbiote intestinal de ces rats et un 

PH fécal significativement plus élevé en comparaison avec les rats n’ayant pas reçu de sucralose 

(Abou-Donia et al. 2008). Une expérience similaire réalisée sur des souris a révélé une 

augmentation de l’expression de gènes pro-inflammatoires bactériens dans l’intestin ainsi 

qu’une perturbation des métabolites fécaux (Bian et al. 2017).  En revanche, il a été rapporté 

que les individus ayant un apport important en fibres étaient moins sensibles au développement 

des maladies cardiovasculaires, des maladies inflammatoires chroniques, du diabète de type 2 

et du cancer du côlon (Holscher 2017) 

3.3 Influence de la prise médicamenteuse 

En plus du régime alimentaire, les médicaments jouent un rôle clé  dans la modulation de la 

composition du microbiote intestinal. Une étude a montré que certains médicaments comme les 

inhibiteurs de la TNFα entrainait une perturbation de la composition du microbiote intestinal 

(Valdes et al. 2018). Par ailleurs, il a été également montré que l’utilisation des antibiotiques 

pouvait être associée à des effets obésogènes chez les rats même à des doses faibles (Reijnders 

et al. 2016). En revanche, des expériences réalisées sur des animaux ont permis de mettre en 

évidence des effets protecteurs des phytoestrogènes sur le cancer du sein. Ces effets seraient 

probablement médiés par les bactéries du microbiote intestinal (Enterococcus faecium, 

Lactobacillus mucosae, Bifidobacterium sp., Coriobacteriaceae sp., Eggerthella sp) qui 

seraient capables de transformer les isoflavones en composées bioactifs (Spanogiannopoulos et 

al. 2016). 

4. Principales fonctions du microbiote intestinal 

4.1 Fonctions métaboliques 

Les bactéries du microbiote intestinal exercent plusieurs fonctions physiologiques. Elles 

participent au métabolisme des sucres, des lipides et des protéines, permettent la digestion des 

fibres alimentaires grâce à des enzymes que l’homme ne possède pas conduisant à la production 

d’acides gras à courtes chaines (AGCC) tels que le butyrate, le propionate et l’acétate 

(Jandhyala et al. 2015) absorbés par l’intestin. Ces AGCC représentent une source d’énergie 
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pour l’hôte et jouent un rôle important dans la prolifération et la différenciation des cellules 

épithéliales au niveau du côlon (Srikanth and McCormick 2008). Le microbiote intestinal 

permet également la fermentation des résidus alimentaires non digestibles et le maintien de 

l’homéostasie des gaz au niveau de l’intestin.  De plus, il participe aussi à la synthèse de 

plusieurs vitamines telles que la biotine (vitamine B8), les folates (vitamine B9), la vitamine 

B12 et la vitamine K, vitamine essentielle de la coagulation (Harmsen and de Goffau 2016). 

4.2 Fonction protectrice  

La barrière intestinale est une entité fonctionnelle complexe dont la première fonction est de 

limiter l’accès du contenu de la lumière intestinale qui inclut les composants bactériens du 

microbiote intestinal, à la circulation. Le microbiote intestinal renforce l’intégrité de la barrière 

intestinale pour maintenir un équilibre stable au sein de la muqueuse intestinale et constituer 

une ligne de défense face aux agressions de l’environnement. Il favorise de ce fait, la production 

de mucus, la sécrétion de défensine et d’immunoglobulines A sécrétoires et la synthèse des 

protéines de jonction serrée par les entérocytes (Genser et al. 2016).  

Enfin, la flore intestinale joue également un rôle majeur dans le développement et la maturation 

du système immunitaire et contribue à la défense de l’hôte contre les agents pathogènes 

(Gaboriau-Routhiau and Cerf-Bensussan 2016). 

5. Syndrome métabolique et dérèglement du microbiote intestinal 

5.1 Microbiote intestinal et hypertension artérielle 

Une étude réalisée sur deux modèles animaux différents d’hypertension artérielle a permis 

d’apporter de nouvelles connaissances sur une éventuelle association entre une dysbiose de la 

flore intestinale et l’hypertension artérielle. 

 Les principaux résultats révélés par cette étude ont montré une altération de la richesse et de la 

diversité microbienne ainsi qu’une augmentation marquée du ratio Firmicutes /Bacteroidetes 

chez  les sujets hypertendus. Cette dysbiose était aussi associée à une forte diminution dans les 

populations bactériennes productrices d’acétate et de butyrate. Le butyrate est un des AGCC 

les plus bénéfiques pour l’hôte pour les multiples effets dont il est à l’origine comme la 

réduction de l’inflammation au niveau du tissu adipeux et de l’intestin, l’amélioration de 

l’insulino-sensibilité, la protection contre l’obésité induite par le régime alimentaire et les 

maladies cardiovasculaires. Cet AGCC joue, également, un rôle dans la régulation de la 

différenciation des cellules épithéliales et dans  l’amélioration de l’inflammation mucosale. Un 
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autre AGCC, le propionate semble induire une vasodilatation et une réponse hypotensive aigue 

médiée par un récepteur couplé à une protéine G comme le récepteur Grp41 exprimé dans les 

cellules musculaires lisses des petits vaisseaux ou encore le récepteur olfr78 exprimé au niveau 

de l’appareil juxtaglomérulaire du rein là où la sécrétion de la rénine a lieu (T. Yang et al. 2015; 

Gómez-Guzmán et al. 2015) 

5.2 Obésité et microbiote intestinal 

En plus de l’hypertension artérielle, des études ont suggéré que le microbiote intestinal pourrait 

exercer un rôle essentiel dans le développement de la masse grasse et dans l’altération de 

l’homéostasie énergétique. D’après Bäckhed et al. (2004) le microbiote intestinal stimule le 

stockage des triglycérides circulants dans les adipocytes en réprimant la sécrétion d’un 

inhibiteur de la lipoprotéine lipase (LPL) appelé angiopoitein-like protein 4 (ANGPTL4) au 

niveau intestinal. 

 Dans le même contexte, une comparaison du microbiote de souris minces et obèses a montré 

que les bactéries provenant des souris obèses contenaient plus de gènes codant pour des 

enzymes responsables de la dégradation des polysaccharides non digestibles et que la 

concentration en AGCC dans le contenu caecal était plus élevée tandis que la teneur des fèces 

en calories était plus faible ce qui laisse à supposer que l’extraction de l’énergie à partir de 

l’alimentation est plus importante chez les sujets obèses (Turnbaugh et al. 2006). 

L’obésité a, également, été associée à une hyperréactivité du système endocannabinoide (eCB) 

impliqué en conditions physiologiques dans le maintien de la perméabilité intestinale. En effet, 

des travaux récents, ont prouvé que l’accumulation de la graisse abdominale conduit à une 

dérégulation de ce système et les hypothèses avancées suggéraient que le microbiote intestinal 

pourrait à travers les récepteurs du système (eCB) modifier l’intégrité de la barrière intestinale 

(Muccioli et al. 2010). 

5.3 Insulinorésistance et microbiote intestinal 

Afin de déterminer le rôle du microbiote intestinal dans le développement d’une 

insulinorésistance, des expériences réalisées sur des souris soumises à un régime riche en lipides 

ont permis de voir la concentration plasmatique des LPS (lipopolysaccharides) doubler voire 

même tripler. Ces LPS sont reconnus par le complexe CD14-TLR-4 présent à la surface des 

cellules immunitaires ce qui provoque une augmentation de l’expression de cytokines pro-
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inflammatoires dont l’IL-6 et par conséquent, une augmentation du niveau de 

l’insulinorésistance (P. D. Anderson et al. 2007). 

V. Approche thérapeutique 

La prise en charge du syndrome métabolique vise à prévenir l’installation des complications 

cardiovasculaires et retarder l’évolution vers le diabète du type 2. Pour répondre à cet objectif, 

il est nécessaire d’agir sur chaque composante de ce syndrome, car à l’heure actuelle, il n’existe 

pas de traitement permettant de traiter l’ensemble des anomalies observées au cours du 

syndrome métabolique. Cependant, un régime alimentaire équilibré et une activité physique 

régulière occupent une place majeure dans cette prise en charge. 

1. Mesures hygiéno-diététiques 

1.1.Règles diététiques 

La perte de poids constitue une partie du traitement idéal de l’hypertension artérielle chez le 

patient obèse. Une étude a montré qu’en présence d’un excès de poids, une perte de 5 kg 

entraine déjà une diminution significative de la pression artérielle comparable à celle induite 

par la prise d’un agent anti-hypertenseur (Geronooz and Krzesinski 2000). De plus, la réduction 

pondérale aide à limiter d’autres facteurs de risques cardiovasculaires tels que l’intolérance au 

glucose, l’insulinorésistance et les dyslipidémies (Wing et al. 2011). 

Les mesures diététiques visant la perte pondérale vont de la restriction calorique plus ou moins 

sévère à des modifications de la composition de l’apport alimentaire. Plusieurs études ont décrit 

les effets bénéfiques de la restriction alimentaire sur les facteurs de risques cardiovasculaires 

associées au syndrome métabolique.  A ce sujet, une étude expérimentale réalisée par Ketonen, 

et al. (2010) a rapporté que la restriction calorique sévère  a permis de restaurer la fonction 

endothéliale et de réduire le stress oxydant chez des souris obèses. De plus, une étude menée 

sur des souris C57BL/6J a montré que la restriction calorique à long-terme induisait des 

changements dans la composition du microbiote intestinal de ces souris en favorisant la 

croissance des bactéries bénéfiques telles que les  Lactobacilles (C. Zhang et al. 2013). 

1.2 Activité physique 

A côté des mesures diététiques, l’activité physique régulière est indispensable dans la prise en 

charge du syndrome métabolique. En effet, une activité physique modérée aide à la fois à 

réduire la surcharge pondérale, diminuer les valeurs de la pression artérielle et à améliorer 
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certains paramètres métaboliques dont la sensibilité à l’insuline et le profil lipidique contribuant 

ainsi à l’amélioration du  pronostic cardiovasculaire (Geronooz and Krzesinski 2000).  

Plusieurs études expérimentales ont souligné une corrélation positive entre la pratique d’une 

activité physique et la réduction des facteurs de risques cardiovasculaires. Une étude menée sur 

621 sujets sédentaires de sexe différent, a montré que la prévalence du syndrome métabolique 

est passée de 16,9% à 11,8%  après 20 semaines d’entrainement (Duclos 2007). Selon cette 

même étude, 43% des sujets entrainés ont présenté une diminution des triglycérides, 16% une 

augmentation du HDL-cholestérol, 38% une diminution de la pression artérielle, 9% de la 

glycémie et 28% une diminution du tour de taille. Par ailleurs, des études expérimentales 

réalisées sur le rat hypertendu ont prouvé qu’une séance d’exercice de résistance était suffisante 

pour observer une amélioration de la fonction endothéliale dans divers vaisseaux (Pagan, et al. 

2018). Cette amélioration est caractérisée par une augmentation de la production basale de NO 

et de l’expression de la NOS endothéliale et par une diminution de la production des espèces 

réactives à l’oxygènes (Pagan et al. 2018). 

Enfin, une étude réalisée chez l’homme a montré que l’exercice physique entraine une 

augmentation de la diversité bactérienne du microbiote intestinal, améliore le ratio Firmicutes/ 

Bacteroidetes qui pourrait potentiellement contribuer à réduire le poids et les risques de 

pathologies associées à l’obésité et les troubles gastro-intestinaux (Monda et al. 2017).  

1.3 Les probiotiques  

Selon la FAO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations), les probiotiques sont 

définis comme des micro-organismes vivants, qui lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante 

exercent un effet un effet bénéfique sur la santé de l’hôte au-delà de l’effet nutritionnel premier.  

L’intérêt des probiotiques dans la prise en charge du syndrome métabolique et des altérations 

associées est croissant comme le montre de nombreuses publications. Effet, une étude réalisée 

par Gómez-Guzmán et (al. 2015) a montré que l’administration orale chronique de souches 

Lactobacillus à des SHR a réduit significativement l’hypertension artérielle et a amélioré la 

fonction endothéliale grâce à la réduction du statut pro-inflammatoire et pro-oxydant vasculaire. 

Ces effets bénéfiques étaient associées à des changements dans la composition du microbiote 

intestinal. Une autre étude a montré que l’administration de probiotiques pendant12 semaines 

a amélioré les paramètres métaboliques en atténuant l’insulinorésistance, le stress oxydant et 

l’inflammation chez des rats obèses insulinorésistants (Tunapong et al. 2018).    
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2. Traitements pharmacologiques  

Outre les mesures hygiéno-diététiques, il existe des traitements pharmacologiques pour aider 

les patients obèses à perdre du poids.  Etant donné que la surcharge pondérale est le plus souvent 

la conséquence d’un déséquilibre entre apports alimentaires et dépenses énergétiques, deux 

approches pharmacologiques peuvent alors être mises en place :  

- Les médicaments agissant au niveau du système nerveux central en augmentant la 

sensation de satiété et en limitant la prise alimentaire ou encore en diminuant 

l’absorption intestinale des aliments  

- La deuxième approche vise à augmenter les dépenses énergétiques en agissant sur le 

métabolisme de base 

Vu la physiopathologie complexe du syndrome métabolique, il existe à l’heure actuelle une 

difficulté au développement des médicaments qui réconcilient à la fois efficacité et absence 

d’effets secondaires néfastes. De nombreuses molécules ont été retirées du marché 

essentiellement en raison d’un rapport bénéfice/risque insuffisant voire négatif (Carette et al. 

2012). 

Des travaux ont permis de mettre en évidence un effet lipolytique puissant des peptides 

natriurétiques (PN) sur des adipocytes humains isolés. Les PN sont des hormones cardiaques 

qui ciblent un récepteur biologiquement actif de type (NRPA) couplé à une activité guanylyl 

cyclase intrinsèque entrainant une augmentation intracellulaire de GMPc. Le mécanisme 

impliqué dans l’effet lipolytique des PN semble être médié par l’augmentation du taux 

intracellulaire du GMPc suite à l’activation du récepteur NPRA et l’activation de l’une des 

enzymes limitantes de la lipolyse, la lipase hormonosensible (Moro 2013). Dans ce contexte, 

des études expérimentales ont décrit la signalisation du GMPc comme une voie permettant la 

stimulation du métabolisme énergétique. De plus, une étude réalisée sur des souris soumises à 

un régime hyperlipidique a montré que l’augmentation intracellulaire du GMPc par les PN a 

permis de prévenir la prise de masse grasse excessive et de prévenir les effets délétères du 

régime hyperlipidique sur l’homéostasie glucidique de ces souris (Lafontan 2014). Ces résultats 

suggèrent que l’activation de la voie du GMPc pourrait être une option thérapeutique 

envisageable dans la prise en charge du syndrome métabolique.  

Récemment, de nouvelles molécules de différentes classes thérapeutiques augmentant la 

génération du GMPc ont été étudiées dans le traitement de l’hypertension artérielle pulmonaire 

et les dysfonctions érectiles chez l’homme. Toutefois, des effets anti-obésité de ces molécules 
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ont été rapportés aussi bien chez les rongeurs que chez l’homme (Hoffmann et al. 2016) (Figure 

15).  

Parmi ces molécules on trouve :  

- Les inhibiteurs des phosphodiestérases de type 5 qui empêchent la dégradation du 

GMPc 

- Les stimulateurs de la GCs qui sensibilisent la GCs à de faibles taux de NO 

biodisponibles en maintenant l’enzyme sous sa forme active. 

- Les agonistes β3-adrénergiques qui augmentent la production du GMPc via l’activation 

de la NOS endothéliale 

 

 

 

Figure 15: Contrôle de la lipolyse dans l’adipocyte humain via la voie de signalisation du 
GMPc. Daprès Moro, 2013 
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Position du problème et Objectifs 

 
Le syndrome métabolique multiplie par 3, les risques d’accidents cardiovasculaires qui 

représentent de nos jours la première cause de mortalité dans le monde. Sa physiopathologie 

n’est pas univoque mais les causes les plus souvent impliquées sont la sédentarité et la 

consommation excessive en graisses et en sucres associées à des prédispositions génétiques. 

De nombreuses études ont montré une altération dans la voie de signalisation du NO-GCs-

GMPc au cours du syndrome métabolique. Cependant, des effets vasculaires protecteurs ont été 

rapportés dans des modèles animaux d’hypertension pulmonaire et de dysfonction érectile après 

traitement chronique par des modulateurs de la voie du GMPc. En revanche, les effets de ces 

traitements pharmacologiques sur les paramètres métaboliques et la fonction circulatoire au 

cours du syndrome métabolique ne sont pas clairement établis. Nous avons, de ce fait, émis 

l’hypothèse que l’augmentation du taux cellulaire en GMPc pourrait affecter favorablement le 

développement du syndrome métabolique et prévenir les altérations cardiovasculaires qui lui 

sont associées. La voie du GMPc serait donc une cible thérapeutique envisageable pour 

maintenir l’homéostasie cardiovasculaire.  

C’est la raison pour laquelle, nous avons souhaité étudier la modulation de la voie du GMPc 

par des molécules appartenant à différentes classes thérapeutiques : 

-    D’abord, le sildénafil citrate, un inhibiteur sélectif et puissant des phosphodiestérases de 

type 5, qui empêche la dégradation du GMPc 

-   Ensuite, le BAY 41-2272, un stimulateur hautement spécifique de la GCs, une classe 

thérapeutique peu explorée dans le syndrome métabolique. Le BAY 41-2272 a un mécanisme 

d’action double : il sensibilise la GCs au NO endogène en stabilisant la liaison NO-GCs et il 

stimule directement la GCs pour un site de liaison différent indépendamment du NO 

(Mittendorf et al. 2009). En tant que stimulateur de la GCs, le BAY 41-2272 permet de pallier 

le déficit de NO en restaurant la voie NO-GCs-GMPc 

-    Enfin, le mirabegron, un activateur de la voie du GMPc via ses propriétés β-3 agonistes 

 Le premier objectif de cette thèse est d’évaluer la modification de la fonction 

circulatoire globale chez des rats spontanément hypertendus soumis à un régime 

hypercalorique de type « cafeteria diet » pendant 12 semaines. 



 

 
52 

 Le deuxième objectif est d’étudier les effets de la modulation à long-terme de la voie 

du GMPc sur les paramètres métaboliques et la fonction circulatoire chez les SHR avec 

un syndrome métabolique induit expérimentalement. 

Par ailleurs, de nombreux travaux de recherche se concentrent actuellement sur le lien entre le 

microbiote intestinal et le syndrome métabolique. Il a été mis en évidence récemment que le 

microbiote intestinal serait aussi impliqué dans le développement du syndrome métabolique et 

de ses complications cardiaques et vasculaires.  

 Le troisième objectif de cette thèse est d’évaluer la composition du microbiote intestinal 

des SHR avant et après traitements pharmacologiques. 
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I. Matériel biologique et protocole expérimental 

1. Animaux   

Dans notre étude, les rats ayant servi aux différentes expériences sont fournis de l’élevage 

Janvier Labs (Le Genest, Sainte Isle) à l’âge de 7 semaines. Les rats sont logés à raison de 1 rat 

/cage à l’animalerie Rongeurs groupe II d’Oniris. Tous les animaux sont maintenus à 

température constante (22±2°C) et soumis à un cycle de lumière/obscurité de 12/12 heures avec 

un accès à l’eau et à l’alimentation standard (KLIBA NAFAG®, Kaiseraugst, Allemagne) dont 

la composition est retrouvée dans le Tableau 2, ad libitum. Le protocole expérimental a été 

validé par le comité d’éthique en expérimentation animale des Pays de Loire (APAFIS N°6445). 

 

Tableau 2: Composition de l’aliment standard 

 

 

2. Modèle animal de syndrome métabolique 

Le choix de cette étude s’est porté sur la souche de rats spontanément hypertendus (SHR). Cette 

souche présente la particularité de développer génétiquement de l’hypertension artérielle à 

partir de l’âge de 5 à 6 semaines. L’origine de cette hypertension est polygénique avec au moins 

3 gênes majeurs impliqués. De plus, le SHR est aussi connu pour être  génétiquement 

insulinorésistant.  Du fait de son insulino-résistance et son hypertension artérielle spontanée, le 

SHR présente 2 des 5 critères indispensables du syndrome métabolique (Reaven and Chang 

1991). 

Les rats sont exposés à un régime hypercalorique de type « cafeteria diet » (CD) pendant 10-

12 semaines. Ce régime consiste à permettre aux rats, un libre accès à une alimentation humaine 

très énergétique, hyper glucidique (Biscuit, chocolat, bonbons…) dont la composition est 
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représentée dans le Tableau 3, en plus de l’alimentation standard. Les aliments sont changés 

chaque jour afin de stimuler l’hyperphagie volontaire. Ce régime entraine un gain de poids, une 

augmentation de la masse grasse, une intolérance au glucose et une résistance à l’insuline 

(Lehnen et al. 2013) 

Tableau 3: Composition du régime « Cafeteria diet » 

     
 

Energie  

(Kcal / 100g) 

Lipides (g) Glucides (g) Protéines (g) 

Snickers (100g) 483 22,8 60,2 8,6 

Marshmallow 

(100g) 

326 0,5 80 2,6 

Prince (100g) 470 17 73 5,1 

Oréo (100g) 480 20 69 5 

Sundy (100g) 494 23,2 65,6 4,7 

Crunch (100g) 514 25,9 62 6,9 
 

3. Traitement pharmacologique  

Afin d’étudier les effets des activateurs de la voie du GMPc sur les paramètres métaboliques, 

la réactivité cardiovasculaire et la composition du microbiote intestinal au cours du syndrome 

métabolique, les rats sont séparés de façon aléatoire en 5 groupes : un groupe témoin, un groupe 

soumis au régime CD, les 3 derniers groupes sont également soumis au régime CD et  traités 

respectivement au citrate de sildénafil (un inhibiteur des phosphodiestérases de type 5 ), au 

BAY 41-2272 (un activateur de la voie du GMPc à travers la stimulation de la guanylate cyclase 

soluble) et au  mirabegron (un activateur de la voie du GMPc via ses propriétés β3-

adrénergiques) ( Tableau 4). La quantité de principe actif nécessaire au traitement des rats est 

pesée et dissoute dans l’eau pour une dose de 5mg/kg. Le traitement est administré aux rats 

pendant 10-12 semaines, à heure fixe, sous contention et à l’aide de sonde gastrique. Le volume 

administré chaque jour pour chaque rat est de 0,7 à 0,8 ml. 

Les rats sont pesés tous les 2 jours afin d’adapter la dose des médicaments administrés en 

fonction de leur poids. 
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Tableau 4: Répartition des différents groupes 

 

Groupe Animaux 

1 SHR contrôle  

2 SHR + CD 

3 SHR + Citrate de sildénafil (5mg/kg) 

4 SHR + CD + BAY 41-2272 (5mg/kg)  

5 SHR + CD + mirabegron (5mg/kg) 

  

II. Suivi expérimental 

Figure 16: Schéma illustrant les différentes étapes du protocole expérimental mis en place pour 

étudier les effets de l’activation chronique de la voie du GMPc, sur la fonction cardiaque, la 

réactivité vasculaire et la composition du microbiote intestinal des SHR avec un syndrome 

métabolique induit expérimentalement. 
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III. Etude in vivo 

1. Suivi de l’évolution du poids corporel et de la circonférence abdominale 

Afin de contrôler  leur prise de poids, un suivi de l’évolution du poids corporel et de la 

circonférence abdominale est réalisé toutes les 2 semaines. 

2. Mesure de la pression artérielle   

La pression artérielle est mesurée chez des rats vigiles dont le système cardio-vasculaire n’est 

pas déprimé par un produit anesthésique, selon  la méthode de pléthysmographie caudale ou 

« tail-cuff »  automatisée et informatisée (CODA, TemSega, Lormont, France).  Similairement 

à la pléthysmographie chez l’homme, cette technique permet de mesurer de manière non 

invasive les pressions artérielles systolique (PAS) et diastolique (PAD) au niveau de l’artère 

caudale des rats grâce à un capteur pression-volume. Le principe de cette technique consiste à 

déterminer la contre-pression minimale capable d’arrêter le flux sanguin artériel par gonflage 

d’un manchon placé autour de la queue de l’animal. Le rat est placé dans une boite de contention 

adaptée à son poids et déposé sur une plaque chauffante à 37°C afin de dilater l’artère caudale 

et augmenter de ce fait la sensibilité du signal. Les mesures sont effectuées dans une pièce 

calme dont la température avoisine les 20°C. Un manchon caudal adéquat est placé autour de 

la queue du rat et un détecteur de pouls placé en aval du manchon, permet d’enregistrer les 

variations de flux sanguin de l’artère caudale (Figure 17). 

Les rats sont habitués à la technique pendant une semaine avant le début des expérimentations 

afin d’éviter les risques de biais liés au stress des animaux. La pression artérielle est mesurée 

avant le début du protocole expérimental, au milieu et à la fin du protocole pour chaque rat. 

Pour chaque enregistrement, 10 mesures de pression consécutives au minimum sont nécessaires 

pour obtenir une valeur moyenne représentative de la pression artérielle (mmHg) de chaque rat.  
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3. Test de tolérance au glucose 

Le test de tolérance au glucose est un test simple et non invasif qui permet d’évaluer la capacité 

de l’organisme à faire diminuer la glycémie après une charge en glucose.  

Après un jeûne de 12 heures, une crème anesthésique locale (Lidocaine ®) est appliquée sur la 

queue du rat afin de limiter la douleur liée aux piqures. Des prélèvements de sang (une goutte 

de sang) sont effectués pour mesurer la glycémie dans la veine caudale rat avant et à 15, 30,45, 

60 et 90 minutes de l’injection intrapéritonéale d’une solution glucosée (1g/kg). 

La glycémie est mesurée à l’aide d’un glucomètre (Pura ®). 

L’analyse des résultats est effectuée par l’étude de l’aire sous la courbe de la glycémie en 

fonction du temps). 

4. Etude de la composition du microbiote intestinal 

4.1 Prélèvement de fèces 

Le prélèvement des échantillons fécaux est réalisé quotidiennement à la même heure en plaçant 

les rats dans une cage préalablement nettoyée et désinfectée. Chaque rat a sa propre cage durant 

toute la durée de l’expérience. Les échantillons prélevés stérilement pour chaque rat (entre 4 et 

11 crottes) sont divisés en deux tubes distincts à chaque prélèvement. L’un est destiné aux 

analyses HPLC et l’autre aux analyses de séquençage 16S. Les tubes sont conservés à -80°C. 

 

Plaque chauffante  

Le système CODA   

Boite de contention  

Manchon caudal  

Détecteur de pouls   

Figure 17: Pléthysmographie caudale chez un rat vigile 
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4.2 Analyse de la composition du microbiote fécal par séquençage 16S 

 Extraction d’ADN et PCR quantitative 

L’ADN génomique présent dans les fèces est extraite selon le protocole publié par Godon et al. 

(1997) avec des modifications apportées par nos collaborateurs de l’équipe MIHA. 

L’intégrité et la concentration de l’ADN extrait sont vérifiées par spectrophotométrie à l’aide 

du NanoDrop® et par électrophorèse sur gel d’agarose. La région V3-V4 est amplifiée au cours 

de 30cycles d’amplification à 65°C à partir de l’ADN extrait avec l’amorce directe F343 

(CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG) et l’amorce anti-sens 

R784 (GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT). 

La taille théorique des amplicons est d’environ 510 pb. Les amplicons sont ensuite purifiés afin 

d’éliminer les amorces et d’autres amplifications non spécifiques. 

 Séquençage de l’ADNr 16S 

Les amplicons sont placés dans une plaque de 96 puits puis envoyés à la plateforme de 

séquençage « Génome et Transcriptome » (Get) de GenoToul (Toulouse, France). Le 

séquençage de l’AD Nr 16S est réalisé en utilisant les amorces suivantes : 

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAC (amorce direct) 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GTGACTGGAGTTCAGACGTGT (amorce 

anti-sens) pendant 12 cycles à l’aide de la technologie IlluminaMiseq®. 

 Analyses bio-informatiques 

Les séquences obtenues sont ensuite assignées à des OTUs (Operatinal Taxonomic Units) avec 

une identité de 97% à l’aide de l’outil Galaxy (Escudié et al. 2018). Chaque OTU obtenu est 

assigné à un phylum, une famille, un genre donné à l’aide de la base de données Silva et du 

classificateur RDP (Wang et al. 2007) (Figure 18). 
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Figure 18 : Schéma récapitulant les différentes étapes de l’analyse du microbiote intestinal 

IV. Etude ex vivo  

1. Evaluation de la fonction cardiovasculaire sur cœur isolé et perfusé 

Une étude ex vivo sur  cœur isolé perfusé selon la méthode Langendorff est réalisée afin 

d’étudier l’effet du régime et des différents traitements sur les paramètres cardiaques à la fois à 

l’état de base et en réponse à une stimulation β-adrénergique. En effet, Langendorff a mis au 

point une technique en 1897 permettant de perfuser le cœur et de maintenir sa viabilité en dehors 

de l’organisme. 

1.1 Prèlèvement du coeur 

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital sodique (50mg/kg) par injection intrapéritonéale. 

L’anesthésie est vérifiée par la perte du réflexe de redressement de la patte. Une fois anesthésié 

,une incision cutanée ventrale est effectuée afin de séparer le tissu sous-cutané du plan 

musculaire. Ensuite, une boutonnière est réalisée sous l’appendice xiphoide permettant 

d’accéder à la cavité abdominale et d’exposer la coupole diaphragmatique qui sera alors incisée 

délicatement. Le rats est sacrifié par exsanguination de l’aorte abdominale. Les côtes sont 

ensuite coupées au niveau de leur insertion thoracique du bas vers le haut de chaque côté et la 

cage thoracique ainsi obtenue est réclinée vers le haut afin de mieux visualiser le cœur (Figure 

19). Une fois visible, l’aorte descendante est saisie à l’aide d’une pince puis sectionnée le plus 

loin possible de la base du cœur de façon à avoir une distance suffisante pour faciliter la 

canulation. Enfin, tous les vaisseaux sont sectionnées permettant de libérer le cœur de la cavité 

thoracique.  
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Figure 19: Schéma montrant le cœur et les vaisseaux d’intérêt pour le prélèvement chez le rat 

 

1.2 Principe de la méthode de Langendorff 

Une fois prélevé, le cœur est plongé dans une solution de Krebs (Tableau 5) afin de le nettoyer 

et le laver de son sang puis rapidement canulé au niveau de l’aorte. Le cœur est ainsi installé, 

est perfusé par voie rétrograde à l’aide d’une solution de Krebs bullée au carbogène (95% d’O2 

et 5% CO2) afin de garder un pH stable et une pression en oxygène adaptée. La température est 

maintenue à 37°C et est contrôlée à l’aide d’une sonde thermique placée au niveau de l’oreillette 

droite. La perfusion est à débit constant (11ml/min) (Radnoti Organ Bath Systems, 

ADInstruments, Australie). Ce débit est mesuré par le recueil de l’effluent coronaire. Quant à 

la pression intra- ventriculaire gauche, elle est mesurée à l’aide d’un ballonnet en latex rempli 

d’eau et introduit dans le ventricule gauche à travers la valve mitrale, après avoir incisé 

l’oreillette gauche. Une fois bien positionné parallèlement à l’axe du cœur, le volume du 

ballonnet est alors contrôlé et ajusté à l’aide d’une seringue remplie d’eau de manière à ce que 

la pression minimale du ventricule gauche en fin de diastole atteigne une valeur de 5-10 mmHg 

(Skrzypiec-Spring et al. 2007). Le ballonnet ventriculaire ainsi que la canule aortique sont reliés 

à deux capteurs de pression qui à leur tour sont reliés à un système d’enregistrement et au 

logiciel LabChart (ADInstrument, France) permettant de visualiser et de suivre en continu les 

différents paramètres cardiaques (Figure 20). 
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Figure 20: schéma de montage du cœur isolé et perfusé selon la méthode Langendorff 

 

1.3  Substance pharmacologique utilisée 

Des solutions de perfusion à l’isoprénaline (un agoniste β-adrénergique non sélectif) sont 

préalablement préparées  par une dilution en cascade à partir d’une solution mère d’isoprénaline 

de concentration 10-2 mol/l. Après une première phase d’équilibration de 30 min permettant la 

stabilisation et l’enregistrement des paramètres de base, les perfusions sont utilisées de la 

concentration la moins élevée (10-9 mol/l) à la concentration la plus élevée (10-6 mol/l) pendant 

3min suivi d’une phase de stabilisation des paramètres cardiaques qui nécessite une vingtaine 

de minutes. 

 

 

 

Pompe péristaltique 

Chambre de 
perfusion du cœur  

Réservoir de Krebs 

Canule aortique 

Cœur canulé au 

niveau de l’aorte 

Ballonnet en latex 
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Tableau 5: Composition de la solution de Krebs 

 

Composants 
 

Concentration en mM 

NaCl 118,3 

KCL 4,7 

MgSO4 7H20 1,2 

KH2PO4 1,2 

NaHCO3 20 

EDTA 0,016 

Glucose 11,1 

CaCl2 2,5 

 

1.4 Paramètres cardiaques évalués 

La technique du cœur isolé et perfusé permet d’évaluer :  

 La contractilité cardiaque gauche (inotropisme) via les mesures de la pression 

développée (mmHg) et la dp/dt max (mmHg). La pression développée correspond à la 

différence entre la pression maximale en systole et la pression minimale en diastole. La 

dp/dt max correspond à la dérivée première de la pression du ventricule gauche en 

systole et renseigne sur la vitesse de contraction du cœur gauche. 

 La relaxation du cœur (lusitropisme) via la mesure de la dp/dt min qui correspond à la 

dérivée première de la pression du ventricule gauche en diastole et renseigne sur la 

vitesse de relaxation du ventricule gauche. 

 La fréquence cardiaque ou chronotropisme. 

 La vasomotricité coronaire via la mesure de la pression de perfusion (mmHg). 

1.5 Traitement des données 

Les valeurs moyennes des différents paramètres sont relevées avant et après injection de 

l’isoprénaline pendant 30 secondes (Figure 21).  La valeur du paramètre enregistré après 

chaque injection d’isoprénaline est exprimée en mmHg et calculée comme suit :  

Δ (mmHg) = Valeur mesurée (mmHg) – Valeur basale (mmHg) 
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Figure 21: Exemple de tracé obtenu après stimulation β-adrénergique 

 

2. Mesure de la réactivité vasculaire sur aorte thoracique isolée 

2.1 Préparation des anneaux aortiques  

Rapidement après euthanasie des rats et prélèvement du cœur, l’aorte thoracique descendante 

est isolée, nettoyée du sang, des tissus conjonctifs et graisseux environnants et coupée en petits 

anneaux de 3 à 4 mm de long. Les anneaux sont par la suite suspendus sur des fils en acier 

inoxydable, et montés dans des cuves à organes isolés de 10 ml (Emka Technologies, Paris). 

Les cuves sont remplies d’une solution de Krebs préalablement préchauffée à 37°C grâce à un 

système de thermorégulation (Tableau 5) et continuellement aérée avec un mélange de 95% 

O2 et 5% CO2 afin de maintenir un pH physiologique de 7,4 (Figure 22). 

2.2 Montage 

L’activité contractile des anneaux est enregistrée sous conditions isométriques. Ainsi, seule la 

variation de la tension sous l’influence des agents pharmacologiques est enregistrée, la longueur 

de l’anneau restant constante. L’anneau est relié à un crochet amovible. Ce crochet est relié à 

un capteur de force permettant de détecter les variations de tension. L’autre extrémité est reliée 

à un crochet fixe. 

Injection d’isopéranline 

10-6 mol/l 
Rinçage 

Pic 
d’isoprénaline 
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Les variations de la tension obtenues sont enregistrées grâce à un transducteur isométrique 

(Emka, Paris), puis enregistrés par un logiciel d’acquisition des données (iOX, emka). Le signal 

mécanique est transformé en signal graphique, informatique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Schéma de montage des cuves à organes isolés permettant la construction de 
courbes concentration-réponses cumulatives avec anneaux d’aorte thoracique de rat. 

2.3 Mesure de la réactivité vasculaire 

 Après le montage des anneaux dans les cuves, une période de stabilisation de 60 minutes est 

nécessaire avant de commencer la construction des courbes concentration- réponses 

cumulatives (CCRC). Pendant ce temps, les anneaux sont soumis à une augmentation de tension 

par palier de 0,5 g pendant une dizaine de minutes jusqu’à atteindre la tension basale de 2g. Un 

Crochet mobile 

Crochet fixe 

Aération au carbogène 

Anneau aortique 
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rinçage avec la solution de Krebs est effectué entre les différents paliers. Puis, la viabilité de 

l’endothélium est vérifiée par l’évaluation de la relaxation de l’anneau à l’acétylcholine (10-6 

mol/l) après une pré-contraction à la phényléphrine, un  agoniste sélectif des Rα1-A (10-6 mol/l). 

L’acétylcholine est un agoniste des récepteurs muscariniques. Ces récepteurs sont situés au 

niveau de la membrane plasmique des cellules endothéliales et leur stimulation entraine une 

vasorelaxation. La relaxation de l’anneau doit être de  60% au minimum pour valider l’intégrité 

fonctionnelle de l’endothélium (Brahmadevara, Shaw, and MacDonald 2003 ; Trochu et al. 

1999). 

 Mesure de la contractilité vasculaire : 

Après 30 minutes de rinçage au cours desquels, la tension des différents anneaux retrouve une 

tension basale de 2g, chaque anneaux est contracté avec des concentrations croissantes afin de 

construire une CCRC à la phényléphrine (de 10-9 mol/l à 10-5 mol/l) et d’évaluer ainsi la réponse 

vasoconstrictrice α-1 adrénergique. 

 Mesure de la relaxation vasculaire : 

Une fois la CCRC à la phényléphrine construite, un lavages de 30 à 40 minutes nécessaire pour 

que l’anneau retrouve sa tension de base. Ensuite, l’anneaux est pré-contracté à la 

phényléphrine (10-6 mol/l) pendant une vingtaine de minutes jusqu’à atteindre un plateau.  Des 

CCRC à l’acétylcholine (10-9 mol/l - 10-5 mol/l) et  à l’insuline (10-9 mol/l - 3.10-6 mol/l) sont 

construites pour l’évaluation de la relaxation dépendante de l’endothélium et une CCRC au 

nitroprussiate de sodium (NPS) (10-10 mol/l-10-7 mol/l) est construite pour l’évaluation de la 

relaxation indépendante de l’endothélium (Figure 23). 

2.4 Traitement des données  

L’effet produit par chaque concentration de la molécule est mesuré après atteinte d’un plateau 

d’effet de 2 minutes. Les valeurs sont exprimées en grammes (g) pour les courbes de contraction 

de l’aorte à la phényléphrine et en pourcentage (%) pour les courbes de relaxation de l’aorte 

aux différents agents pharmacologiques. Le pourcentage de relaxation est calculé comme suit : 

Δ (%) = 100- (((valeur mesurée-valeur de tension basale) / (valeur de tension maximale après 

addition de phényléphrine / valeur de tension basale) *100) 
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Figure 23: Schéma illustrant un exemple de tracé de CCRC à la phényléphrine et à 
l’acétylcholine construites sur des anneaux aortiques de SHR. 

 

2.5 Agents pharmacologiques 

La liste de toutes les substances pharmacologiques utilisées au cours de cette étude pour 

l’évaluation de la réactivité vasculaire sont présentées dans le tableau suivant (Tableau 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test endothélial 

Phase 
d’équilibration 

CCRC à la 
phényléphrine 

CCRC à 
l’acétylcholine 
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Tableau 6: Liste des substances pharmacologiques utilisées pour l’étude de la réactivité 

cardiovasculaire 

Substances 

pharmacologiques 

(Fournisseurs) 

Propriétés pharmacologiques Solvant Concentration 

utilisée 

Chlorhydrate 

d’isoprénaline 

(Sigma) 

Agoniste non sélectif des 

récepteurs  β-adrénergiques 

Eau distillée + 

acide ascorbique 

1% 

1ŋM à 1µM 

Chlorhydrate 

d’acétylcholine 

(Sigma) 

Agoniste des récepteurs 

muscariniques et nicotiniques 

Eau distillée 1ŋM à 10µM 

Chlorhydrate de 

phényléphrine 

(Sigma) 

Agoniste des récepteurs α1-

adrénergiques 

 

Eau distillée 1ŋM à 10µM 

Insuline humaine 

(Sigma) 

Agoniste des récepteurs à 

l’insuline 

Acide 

chlorhydrique 

(0.01 M) 

1ŋM à 10µM 

Nitroprussiate de 

sodium (Sigma) 

Donneur de NO Eau distillée 1ŋM à 0.1µM 

Aminoguanidine 

(Sigma) 

Inhibiteur de la NOS 

inductible  

Eau distillée 100µM 

BQ-123 

(Sigma) 

Antagoniste sélectif du  

récepteur ETA à l’endothéline 

Des aliquots 

prêts à l’emploi  

1µM 

 

V. Etude biochimique 

A la 12ème semaine du protocole expérimental et après anesthésie des rats au pentobarbital 

sodique (50mg/kg), des prélèvements de sang (1ml) sont effectués par  ponction cardiaque dans 

des Eppendorfs contenant une microgoutte d’héparine. Le sang prélevé est centrifugé à 5000 x 

g pendant 10 minutes à 4°C.  Le plasma ainsi obtenu est conservé à -80°C pour des dosages 

biochimiques.  
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L’aorte thoracique, le cœur et la graisse épididymale sont soigneusement prélevés, séchés puis 

congelés dans de l’azote liquide à -196° C pour empêcher la dégradation du GMPc et conservés 

à -80°C pour des dosages ultérieurs. 

1. Evaluation du profil lipidique  

Les dosages des triglycérides et du cholestérol total dans le plasma sont réalisés à l’aide de tests 

enzymatiques photométrique et colorimétrique respectivement (DiaSys Diagnostic System, 

Germany). 

2. Détermination des concentrations en insuline dans le plasma 

Les concentrations en insuline du plasma sont déterminées par  la méthode immuno- 

enzymatique via un kit  ELISA (Rat Insulin Kit ELISA, ThermoScientific, USA).  

Le principe du kit Insulin ELISA est basé sur une réaction immuno-enzymatique en sandwich 

en phase solide. Les microplaques sont recouvertes avec un anticorps monoclonal dirigé contre 

un antigène spécifique de la molécule insuline. L’insuline présente dans l’échantillon va se lier 

aux anticorps spécifiques qui recouvrent la microplaque. Après incubation, les éléments non 

liés seront éliminés durant les lavages des puits. Un second anticorps biotinylé va se lier à 

l’insuline fixée au premier anticorps. Après les lavages, les éléments non liés sont éliminés. 

L’ajout de la streptavidine-HRP va détecter l’anticorps biotinylé. Suite à l’addition d’une 

solution de substrat (TBM), la HRP va agir sur le TBM pour produire une réaction 

colorimétrique après acidification avec le STOP. L’intensité de la coloration obtenue est 

proportionnelle à la concentration d’insuline présente dans l’échantillon (Figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Schéma illustrant les différentes étapes du test ELISA. 
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3. Dosage du GMPc dans le tissu aortique, le cœur et la graisse épididymale 

Les anneaux de l'aorte thoracique, le cœur et la graisse épididymale sont broyés et 

homogénéisés dans une solution froide d’acide trichloroacétique (TCA) à 6% puis centrifugés 

à 1500 g pendant 10 min à 4 ° C. 

L’extraction de l’acide trichloroacétique est réalisée en lavant les fractions surnageantes trois 

fois avec une solution d’éther diéthylique saturée d’eau (5 volumes d'éther diéthylique pour 1 

volume de surnageant). Le diéthyléther résiduel est évaporé en chauffant les échantillons à 70°C 

pendant 5 min. L'extrait séché est dissous dans un volume adéquat de tampon d’essai et les 

concentrations de GMPc de chaque échantillon sont mesurées par des dosages colorimétriques 

à l'aide d'un kit de dosage immuno-enzymatique (Cayman Chemical Company). L'absorbance 

de chaque échantillon est lue au spectrophotomètre à 405 nm (Figure 25). La valeur moyenne 

du GMPc est calculée à partir des mesures en double de chaque échantillon et rapportée aux 

concentrations totales de protéines cellulaires précédemment mesurées à l’aide d’un kit de 

réactifs de dosage de protéines (micro-BCA, Pierce Biotechnology, Rockford, USA). 

 

 

 

 

 

 

Figure 25: Dosage immunoenzymatique ELISA. 

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration du GMPc dans l’échantillon 

 

VI. Etude immunohistochimique 

L’expression et la localisation des deux protéines, la NOS endothéliale et la NOS inductible 

sont étudiées dans l’aorte thoracique des rats des différents groupes. 

Les étapes de fixation et de perméabilisation des tissus sont réalisées selon les protocoles de 

Bittencourt et al. (1992). 
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1. Fixation et inclusion des tissus 

Rapidement après l’euthanasie des rats, des anneaux d’aorte thoracique nettoyés du tissu 

conjonctif, graisseux et du sang sont immergés dans 5ml de PBS-PFA 4% et placés à 4°C 

pendant 4heures. Ensuite un rinçage au PBS est effectué et les anneaux sont par la suite 

immergés dans 5ml de PBS sucrose 20% pendant 24heures à 4°C. 

Le lendemain, les anneaux sont inclus en position verticale dans un milieu d’inclusion 

(« Shandon Cryomatrix ») puis rapidement congelés dans de l’isopentane liquide dont la 

température avoisine les -65°C. 

Après congélation, les anneaux sont conservés à -80°C. 

2. Coupe des tissus 

Des coupes transversales de 10µM d’épaisseur sont réalisées au moyen d’un cryostat à une 

température de -20°C.  Les lames sont par la suite conservées à -80°C. 

3. Immunomarquage 

Les coupes sont d’abord perméabilisées avec une solution de PBS contenant 0,5% Trition 

100X pendant 5 minutes.  Ensuite, elles sont incubées avec une solution de PBS contenant 

0,5% Triton et 2% BSA pendant une heure à température ambiante. Cette étape permet de 

saturer les sites non spécifiques. 

Les lames sont incubées avec les anticorps primaires de lapin / ou de souris (Tableau 7), dilués 

dans la solution de saturation pendant une nuit à 4°C. L’intégrité de l’endothélium est vérifiée 

en incubant les coupes avec un anticorps polyclonal de souris dirigé contre le facteur VIII (Von 

Willebrand) .  Le lendemain, 5 rinçages de 3 minutes sont réalisés avec du PBS puis les coupes 

sont mises en contact des anticorps secondaires (Tableau 7) pendant une heure à température 

ambiante et  à l’obscurité. Enfin, les coupes sont rincées 5 fois à raison de 3 minutes par rinçage 

avec du PBS puis montées entre lame et lamelle avec un milieu de montage aqueux adapté à la 

préservation de la fluorescence (Mwiol, Calbiochem, SanDiego, CA, USA). 

Le contrôle négatif des immunomarquages est réalisé en incubant les coupes avec les anticorps 

secondaires uniquement. 
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Tableau 7: liste des anticorps primaires et secondaires utilisés dans cette étude 

 
Anticorps                     Dilution 

 Les anticorps primaires  

Anti-NOS endothéliale  
Anticorps Monoclonal de souris 
classe Ig G1 
Abcam 

                     1/1000 

Anti-NOS inductible  
Anticorps Polyclonal de lapin 
Abcam 

                    1/100 

Anti-facteur  Von Willebrand  
 Anticorps monoclonal de souris 
Abcam 

 

 

                   1/1000 

              Les anticorps secondaires  

Anti-IgG (H+L) de souris 
couplé à l’Alexafluor 647 

Life Technologies 

                      1/300 

Anti-IgG de lapin couplé à 
l’Alexafluor 555  
Life Technologies 

                      1/300 

 
 

4. Acquisition des images 

Les images d’aorte sont réalisés en utilisant un Scanner de lames Axio Scan. Z1 (Zeiss, France) 

équipé de 4 lasers 405, 488, 561 et 633nm. Le laser à 488 nm a permis de visualiser l’auto-

fluorescence des fibres élastiques, celui à 561 nm pour visualiser l’Alexa  Fluor 555 (Facteur 

IIIV et la  iNOS) et enfin celui à 633 nm pour visualiser l’Alexa Fluor  647 (la eNOS). 

Toutes les acquisitions sont effectuées dans les mêmes conditions après régalage des paramètres 

pour une prise d’image optimale (Figure 26). 

5. Quantification du marquage de la eNOS et la iNOS dans l’aorte thoracique du rat 

L’expression de la NOS endothéliale et de la NOS inductible dans les cellules musculaires lisses 

et les cellules endothéliales de l’aorte thoracique est quantifiée en mesurant l’intensité moyenne 

de la fluorescence (MFI) à l’aide du logiciel d’analyse d’image Fiji. Dans chaque condition, 5 
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images par coupe d’aorte sont analysées. Les images sélectionnées correspondent à 5 zones de 

la coupe indépendamment de l’intensité du marquage. 

Pour chaque image, la quantification s’est effectuée de la manière suivante : 

 Un seuillage du signal a été choisi en appliquant toujours la même valeur à chaque 

image afin de ne quantifier que le marquage  spécifique de la eNOS et la  iNOS ; 

 La surface occupée par la fluorescence ainsi que la somme des intensités de fluorescence 

sont mesurées ;  

 Enfin, l’intensité moyenne de fluorescence est calculée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26: Image d’une coupe d’aorte thoracique (1) contrôle négatif, marquée avec un 
anticorps anti-NOS endothéliale (2) et avec un anticorps anti-NOS inductible (3).  

 

 

 

Marquage de la eNOS au 
niveau des cellules 
endothéliales  

Marquage de la 
iNOS dans les 
Cellules 
musculaires 
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1 

2 3 
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VII. Analyses statistiques  

Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard à la moyenne (S.E.M) où « n » 

correspond au nombre de rats étudiés. 

Lorsque les S.E.M ne sont pas visibles sur les graphiques, cela signifie que les barres d’erreurs 

sont plus petites que le diamètre des symboles.  

Les données de l’étude biochimique, des tests de tolérance au glucose ainsi que les valeurs 

basales des paramètres cardiaques sont comparées en utilisant le ANOVA à une voie pour 

comparaisons multiples. Dans la situation où des différences significatives entre les groupes 

sont observées, nous avons réalisé en complément un test Tukey. Ces tests sont effectués avec 

le logiciel PRISM®.  

Concernant les graphes où les courbes ne montrent pas une allure de sigmoïde complète, la 

comparaison entre les groupes est réalisée par des modèles linéaires à effets mixtes (LME) 

(logiciel R). C’est la méthode d’analyse statistique adaptée au traitement des données de 

protocoles à mesures répétées. La comparaison entre les différents groupes se fait dans ce cas 

par la comparaison des pentes. La normalité des résidus et des effets aléatoires est vérifiée et 

validée pour chaque modèle au moyen de graphiques préconisés par les auteurs des modèles à 

effets mixtes. 

Concernant les CCRC complètes réalisées sur les anneaux d’aorte, les courbes sont ajustées 

selon l’équation de Hill. L’effet maximal (Emax), le facteur de Hill (η), et la concentration 

induisant la moitié de la réponse (EC50, pD2= -logEC50 : -logarithme de la concentration 

d’agoniste efficace pour induire 50% de la réponse maximale) des différentes courbes ont été 

calculées selon un modèle non linéaire à effet mixte (NLME) (logiciel R) (Thorin et al. 2010) 

Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel R (R Development Core Team, 2012).  

Enfin, Les analyses statistiques portant sur les données de séquençage 16S, sont réalisées avec 

le logiciel R (R Core Team, 2019, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). 

Le test statistique utilisé pour étudier la composition du microbiote fécal est le test de Mann 

Whitney suivant la méthode Benjamini and Hochberg (1995) pour les tests de comparaisons 

multiples. Les paramètres étudiés sont les différences d’abondance aux niveaux des phyla, 

familles et genres bactériens.  

Quel que soit le modèle statistique utilisé, une valeur de p <0.05 est considérée comme  

statistiquement significative. 
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Abstract

Much evidence indicates that metabolic syndrome is strongly correlated with a decrease in

nitric oxide and an increase in oxidative stress leading to cardiovascular alterations. In

recent years, gut microbiota has emerged as a new contributor to the metabolic syndrome

establishment and associated cardiovascular diseases, but the underlying mechanisms

remain unclear. We hypothesized that a positive modulation of cyclic guanosine monophos-

phate (cGMP) pathway, through phosphodiesterase type 5 (PDE5) inhibition could prevent

cardiovascular alterations and gut dysbiosis that may be associated to metabolic syndrome.

Spontaneously hypertensive rats (SHR) were randomly divided into 4 groups: control, cafe-

teria diet (CD) and sildenafil citrate treated groups (5mg/kg per os) were given either a CD

or a standard chow diet for 10 weeks. Body weight, arterial blood pressure and glucose tol-

erance test were monitored. At the 10th week, cardiac inotropy and coronary perfusion pres-

sure were evaluated on isolated heart according to Langendorff method. Cumulative

concentration response curves to phenylephrine and acetylcholine were determined on tho-

racic aorta rings for vascular reactivity evaluation. Faecal samples were collected for the gut

microbiota analysis. Compared to the control group, CD-fed rats showed a significant

increase in body weight gain, arterial blood pressure and were glucose intolerant. This

group showed also a decrease in β-adrenoceptor-induced cardiac inotropy and coronary

vasodilation. Gut microbiota analysis revealed a significant reduction in the abundance of

Lactobocillus spp in cafeteria diet-fed rats when compared to the control ones. Sildenafil cit-

rate long-term treatment decreased weight gain and arterial blood pressure, improved coro-

nary vasodilation and reduced α1-adrenoceptor-induced vasoconstriction in CD group.

However, it did not reverse gut dysbiosis induced by chronic CD feeding. These results sug-

gest that cGMP pathway targeting may be a potential therapeutic strategy for the manage-

ment of the metabolic syndrome and associated cardiovascular disorders.
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Introduction

Metabolic syndrome is a complex systemic disorder characterized by a cluster of inter-related fac-

tors including abdominal obesity, abnormal glucose metabolism, hypertension, insulin resistance,

endothelial dysfunction and inflammatory reaction [1,2]. It’s closely associated with the onset

and development of cardiovascular diseases [3]. Recently, thermogenic, weight reducing and

insulin sensitizing effects of phosphodiesterase 5 inhibitors have been reported, suggesting that a

pharmacotherapy that elevates intracellular levels of cyclic guanosine monophosphate (cGMP)

might be a promising approach to treat metabolic disorders [4,5]. Sildenafil citrate marketed as

Viagra1 is the first phosphodiesterase-5 inhibitor that has been widely used for the treatment of

erectile dysfunction [6]. However, to the best of our knowledge, its metabolic and cardiovascular

effects in an experimentally-induced metabolic syndrome in rats are not well known yet.

To date, recent studies have proposed the potential role of gut microbiota as a pathogenic

factor affecting host metabolic balance and contributing to the development of metabolic syn-

drome [7,8]. Normal gut microbiota harbors the greatest density of microorganisms in the

adult body [9] with Firmicutes, Bacteroidetes and Actinobacteria constituting the main domi-

nant phyla [10]. It plays a crucial role to ensure the host homeostasis through several pathways

including: Digestion and absorption of nutrients, gut permeability maintenance and intestinal

immune system maturation [10,11]. Its composition is strongly influenced by diet as con-

firmed by studies conducted both on humans and animal models [12]. An altered gut micro-

biota composition has been demonstrated to cause devastating pathophysiological

consequences such as obesity, metabolic disorders or type 2 diabetes [13]. However, the under-

lying mechanisms remain unclear until now.

Considering the intimate connection between intestine function and gut microbiota [14],

the role played by cyclic nucleotides (i.e. cGMP) in the control of gut motricity, gut nutrient

absorption and fluid-ion secretion [15], and the possible deregulation of these pathways that

may occur under metabolic disorders [16], gut microbiota might be expected to undergo some

changes following treatment with the nucleotide cyclic modulators.

Thus, the aim of this study is to evaluate the effects of chronic sildenafil citrate treatment on

cardiovascular reactivity in spontaneously hypertensive rats (SHR) developing an experimen-

tally-induced metabolic syndrome. We also attempted to analyze whether gut microbiota com-

position may be modified by sildenafil citrate chronic treatment, with the hypothesis that it

could reverse the potential gut dysbiosis that may occur during metabolic syndrome.

Materials and methods

Animals

The experiments were performed in 32 male SHR (nine-week-old). All rats were obtained

from Janvier Labs (Le Genest St Isle, France) and housed under a 12-hour light/ dark cycle at a

constant temperature (22 ±1˚C) and humidity (50%). Rats were acclimatized for one week

before starting the experiments and were allowed access to standard chow and drinking water

ad libitum.

All protocols used in this study were approved by the the Institutional care and Use Com-

mittee of Pays de La Loire, France (APAFIS N˚ 2884) and were carried out in strict accordance

with the guidelines for the care and use of laboratory animals.

Experimental procedures

Rats were randomly divided into 4 groups (n = 8 for each group): Control rats fed standard

chow diet (4.5% total fat, 54.2% carbohydrates, 18.5% protein) (KLIBA NAFAG1,
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Kaiseraugst, Germany), Control SHR treated daily with Sildenafil citrate (5mg/Kg) [17] for 10

weeks by gastric gavage. The last 2 groups included cafeteria diet- fed (CD) group and CD–fed

rats treated daily with Sildenafil citrate (5mg/Kg) for 10 weeks.

For cafeteria diet groups, rats were allowed to have free access to either cafeteria diet (6 dif-

ferent commercial chocolate, cookie and cereal bars, consisting of 18.2% total fat, 68.3% carbo-

hydrates, 5.48% protein) or standard chow diet for 10 weeks. Rats received only one high

calorie food per day that was switched daily to promote hyperphagia.

During the experimental protocol, body weight and abdominal circumference of all rats

were monitored weekly.

Arterial blood pressure measurement

Systolic and diastolic blood pressures were determined using the tail-cuff plethysmography, at

Baseline, during and at the end of the study protocol. This method allows non-invasive mea-

surement of the arterial blood pressure in the tail of conscious rats using volume pressure

recording sensor technology (CODA1, Kent Scientific, USA).

Glucose tolerance test

Before sacrifice, a glucose tolerance test was performed on fasted rats for 20 hours. The rats

received an intraperitoneal injection of a glucose solution (1g/kg).

Blood samplings (one blood drop) were performed for glucose measurements (glucometer,

Pura1) on the rat’s tail vein before and 15, 30, 45, 60 and 90 minutes after the glucose load-

ing. The area under the curve (AUC) was then calculated using Prism software (GrapPadPrism

5.0).

Blood analysis

Blood samples were centrifuged at 5000g for 10 min at 4˚C. Plasma was then collected and

stored at -80˚C until analysis. Total cholesterol and triglycerides were determined by auto-

mated enzymatic kits.

Isolated heart preparation

At the 10th week, rats were anesthetized with pentobarbital (54mg/kg i.p) and sacrificed by

exsanguination of abdominal aorta. Hearts were quickly excised and put into a cold Krebs-
Henseleit solution. The aorta was immediately cannulated and secured with a knot. The aortic

cannula is connected with the Langendorff system allowing a retrograde perfusion of the heart

at a constant flow rate of 12 ml min-1, with a Krebs-Henseleit solution previously filtered

(0.2 μm filter funnel) and continuously oxygenated with 95% O2−5% CO2 gas mixture [18].

Krebs-Henseileit solution composition in mM: NaCl, 118.3; KCl, 4.7; MgSO4, 1.2; KH2PO4,

1.2; NaHCO3, 20; EDTA, 0.016; glucose, 11.1; and CaCl2, 2.5, (pH 7.4). Left ventricular pres-

sure is measured via a water-filled latex balloon carefully inserted into the left ventricular after

atrium incision. Both left venticular balloon and aortic cannula were connected to a pressure

transducer. Perfusion pressure and left ventricular pressure were assessed using a PowerLab

recorder and LabChart 7.0 software (ADInstruments). In order to assess the cardiac function,

cumulative concentration- response curves to isoproterenol (a non- selective β-adrenergic

agonist) were constructed (1ηM—1μM). Cardiac parameters have first been stabilized for 20

min with Krebs-Henseleit solution, then, the heart was perfused with each concentration of iso-

proterenol for 3 minutes. A washing with Krebs-Henseleit solution was done between each iso-

proterenol concentration. The heart’s contractile activity was assessed by analyzing the left
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ventricular developed pressure (LVDepP in mmHg), which was calculated as the difference

between maximal systolic pressure and end-diastolic pressure whereas coronary vasodilation

was assessed by analyzing perfusion pressure.

Thoracic aorta preparation and vascular reactivity measurement

Descending thoracic aorta was rapidly isolated after exsanguination and placed in Krebs solu-

tion. The aorta is dissected, cleaned of fat and adherent connective tissue and cut into 3mm

rings. Briefly, the rings were mounted in a 5ml organ bath containing Krebs-Henseleit thermo-

stated at 37 ±0.5˚C [19]. The isometric tension variation of each ring was detected by an iso-

metric tension sensor (EMKA Technologies, Paris, France) and recorded by data Acquisition

software (Acknowledge 4.1, BIOPAC system, MP 150, CEROM, Paris France). After a 60-min

of equilibration at a resting tension of 2g, the viability of the endothelium of the control group

was confirmed by obtaining at least 60% relaxation to acetylcholine (1 μM) in rings that had

already been pre-contracted with phenylephrine (1μM), a selective α1-adrenoceptor agonist.

In order to assess vascular reactivity, cumulative concentration-response curves (CCRC) to

phenylephrine (1ηM– 10μM) have been performed. After a wash out and reequilibration,

rings were preconstructed to 80% of the maximal phenylephrine-induced contraction. Once

the contraction reached a plateau, a cumulative concentration–response curve to acetylcholine

(1ηM—10μM) was then constructed.

Determination of cGMP production in thoracic aortic rings and

epididymal fat

Immediately after the rats’ sacrifice, thoracic aorta rings and epididymal fat samples were frozen

in liquid nitrogen to prevent cGMP degradation and were kept at -80˚C. The samples were then

treated with 6% cold trichloroacetic acid and centrifuged at 1500g for 10 min at 4˚C. The super-

natant fractions were extracted three times with water saturated diethyl ether (5 volumes of

diethyl ether to 1 volume of supernatant). Residual diethyl ether was evaporated by heating sam-

ples to 70˚C for 5 min. The dried extract was dissolved in an assay buffer and the cGMP concen-

trations were measured colorimetrically by use of an immunoenzymatic assay kit (Cayman

Chemical Company). Absorbance was read on a spectrophotometer at 405nm. The mean value

was calculated from duplicate measurements of each sample and normalized to total cell protein

levels previously measured using a protein assay reagent kit (micro BCA-Pierce) [20].

Gut microbiota analysis

Fecal samples were taken before and at the end of the experimental protocol from all rats. The

samples were frozen in liquid nitrogen and stored at a temperature of -80˚C.

The V3-V4 region was amplified from purified DNA with the primers F343 (CTTTCC
CTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG) and R784 (GGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT) using 30 amplification cycles with an

annealing temperature of 65˚C. The amplicon lengths were about 510 bp (the exact length var-

ies depending on the species). Because MiSeq sequencing enables paired 250-bp reads, the

ends of each read overlap and can be stitched together to generate extremelyhigh-quality, full-

length reads covering the entire V3-V4 region. Single multiplexing was performed using a

home-made 6 bp index, which was added to the R784 primer during a second PCR with 12

cycles using the forward primer (AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTAC
ACGAC) and the modified reverse primer (CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GT
GACTGGAGTTCAGACGTGT). The resulting PCR products were purified and loaded onto

the Illumina MiSeq cartridge according to the manufacturer instructions. The quality of the
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run was checked internally using PhiX, and for further analysis, each pair-end sequence was

assigned to its sample using the previously integrated index.

Drugs

Pentobarbital solution was purchased from CEVA santé animale (France); phenylephrine

hydrochloride, acetylcholine chloride and isoproterenol were provided by Sigma Aldrich Chi-

mie1 (Saint Quentin-Fallavier, France), sildenafil citrate (Sandoz1) is a human medicine.

All drugs were prepared as stock solutions in distilled water.

Statistical analysis

Results were expressed as a mean ± SEM of n experiments, where n is the number of rats. Sta-

tistical analysis was performed using two-way analysis of variance for multiple group compari-

sons followed by Tukey post-hoc test where appropriate.

Measurement of body weight, abdominal circumference, arterial blood pressure and data

from isolated perfused heart were evaluated by a linear mixed effect model (LME) using R soft-

ware. Relaxation was expressed as the percentage relaxation of the phenylephrine-induced pre-

contraction. Different CCRCs and their parameters (maximum effect: Emax and the negative

logarithm of the concentration producing 50% of the maximum effect or pD2) were compared

using a non-linear mixed effect model using R software (NLME) [21]. All graphs have been

performed using (PRISM1 software version 5).

Microbiome statistical analysis following rarefaction of all communities to even sampling

depths, the abundances of all families were computed by agglomerating the OTUs assigned to

those families. For each comparison between all groups, the difference of the microbiota com-

position at phylum, family and genus level were assessed using kruskal-wallis test with BH cor-

rection [22] for multiple comparisons.

P<0.05 was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Weight gain, arterial blood pressure, glucose tolerance and blood analysis

Within 10 weeks, CD feeding significantly increased the body weight of CD fed rats compared

to the standard chow diet-fed group (151.3 ±11.4g Vs 120.0 ±5.7g) (Fig 1). This weight gain

was associated with a significant increase in abdominal circumference and epididymal fat

mass. Chronic sildenafil citrate treatment resulted in lower weight gain compared with

untreated CD- fed rats (Fig 1).

CD-fed rats also presented elevated arterial systolic and diastolic blood pressure at the end

point of the experiment (187.63 ±3.42 mmHg Vs 170.68 ±5.53 mmHg, 154.93 ±2.23 mmHg Vs
137.96 ±5.80 arterial systolic and diastolic blood pressure in CD- fed group and control group

respectively). Long-term treatment with sildenafil citrate significantly reduced blood pressure

in both control and CD group. However, the decrease in sildenafil-induced arterial blood pres-

sure was greater in the CD group than in the control group (Fig 2A and 2B).

Chronic cafeteria diet feeding showed enhanced elevation of blood glucose during glucose tol-

erance tests in comparison with control group (Fig 3). The increase reached its peak after 15 min

followed by a delayed and slow decrease. On the other hand, sildenafil citrate long-term treatment

significantly reduced fasting blood glucose (150.6 ± 6.78 mg/dl Vs 111.8± 9.98 mg/dl in CD group

and Sild + SHR respectively) and improved glucose intolerance only in the control group (Fig 3).

Blood analysis revealed that CD-fed rats had elevated fasting glucose level when compared to

SHR sildenafil citrate treated ones with unchanged total cholesterol and triglyceride levels (Table 1).
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ß adrenoceptor stimulation on isolated perfused heart

To completely eliminate the effects of in vivo regulatory mechanisms on cardiac function, per-

fused hearts on Langendorff apparatus were used to examine intrinsic cardiac contractility and

coronary perfusion pressure at baseline and after increasing concentrations of isoproterenol

stimulation ex vivo. At baseline, cardiac contractility determined by LDevP, was significantly

reduced in CD-fed rats when compared to the control ones (p = 0.003) (Table 2). On the other

hand, long-term treatment with sildenafil citrate restored this parameter to control values.

To determine the effects of ß-adrenoceptor stimulation on cardiac contractility, different

concentrations of isoproterenol were applied to the hearts. There were concentration-

Fig 1. Effect of Cafeteria diet (CD) and long-term treatment with Sildenafil Citrate (Sild) on body weight. Compared to standard diet-fed rats,

CD-fed group had a higher weight gain. Sildenafil citrate treatment reduced excessive weight gain. Data are represented as mean ±SEM. �p< 0.05 Vs
control group using a LME model.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g001
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dependent increases of cardiac inotropy in all groups. However, the isoproterenol-induced

positive inotropic effect was significantly attenuated in CD-fed rats (p = 0.009) compared to

the control SHR group (Fig 4A) suggesting an alteration of the ß-adrenergic response in this

group.

On the other hand, isoproterenol induced a concentration-dependent coronary vasodila-

tion in all groups. This effect was significantly reduced in CD-fed SHR compared to the con-

trol group (p = 0.017) (Fig 4B).

Sildenafil citrate long-term treatment significantly improved cardiac positive inotropy

(p = 0.016) and coronary vasodilation (p<0.001) in control SHR in comparison with untreated

CD group, but only improved coronary vasodilation in CD-fed group (p = 0.026) (Fig 4).

Vascular reactivity

In this study, we examined the effect of sildenafil citrate chronic treatment on the aortic con-

tractile response to phenylephrine, a selective α1-AR agonist. The CCRC to phenylephrine

obtained in isolated aortic rings of CD group treated with sildenafil citrate was significantly

shifted to the right and the bottom when compared to the control rats (Fig 5A; Table 3). Sur-

prisingly, phenylephrine-induced maximal contractile response (Emax) and pD2 value were sig-

nificantly higher in aortic rings isolated from SHR treated with sildenafil citrate than control

rats (Table 3, Fig 5A). However, there was no change neither in the maximal contractile

response nor in pD2 value between control and CD group.

The cumulative dose response curves to acetylcholine-induced endothelium-dependent

vasorelaxation are shown in (Fig 5B). Vasorelaxation response to acetylcholine did not show

any significant difference either by cafeteria diet feeding or sildenafil citrate treatment, indicat-

ing that vasodilator action of acetylcholine was not impaired in thoracic aortic rings SHR.

However, the maximal relaxation in response to acetylcholine was slightly higher in CD-fed

rats treated with sildenafil citrate.

cGMP levels

cGMP intracellular concentrations were determined in thoracic aortic rings. There was a slight

decrease in cGMP levels but not statistically significant, in both thoracic aorta and epididymal

fat samples, in Cafeteria diet- fed group compared to the control group. No difference was

observed in sildenafil citrate treated rats either (Table 4).

Fig 2. Effect of Cafeteria diet (CD) and long-term treatment with Sildenafil Citrate (Sild) on arterial blood

pressure. Rats fed CD for 10 weeks showed increased systolic arterial blood pressure (A) and diastolic blood pressure

(B) when compared to rats fed a standard diet. Sildenafil citrate chronic treatment significantly reduced blood pressure

in both control and CD group. Data are represented as mean ±SEM. �p< 0.05 Vs control or CD + Sild $ p<0.05 Vs
control compared by a LME model.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g002
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Fig 3. Effects of cafeteria-diet feeding and sildenafil citrate treatment on blood glucose concentrations during glucose tolerance test. Blood

glucose concentration measured during an intraperitoneal glucose tolerance test performed on fasted rats at the end of the 10th week of the protocol.

AUC compared with CD group by two-way ANOVA followed by Tukey’s Post hoc test �p< 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g003

Table 1. Blood analysis.

Control SHR + Sild CD CD + Sild

Blood glucose (mg/ dl) 131.8±7.17 111.8±9.98 � 150.6±6.78 144.9±10.3

Total cholesterol (g/l) 0.99±0.04 0.83±0.05 0.89±0.02 0.89± 0.017

Triglyceride (g/l) 0.896±0.11 0.86-±0.08 0.947± 0.06 1.038±0.1

Fasting blood glucose, plasmatic total cholesterol and triglyceride measured at the end of the protocol. Data are expressed as mean ±SEM.

�p< 0.05 compared with the CD group by two-way ANOVA test followed by Tukey’s Post hoc test when appropriate.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.t001

Cardiovascular reactivity during metabolic syndrome: Effects of sildenafil citrate treatment

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914 November 7, 2019 8 / 17

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g003
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914


Gut microbiota analysis

Several studies performed on animals and humans have reported a link between gut micro-

biota composition and components of the metabolic syndrome. In our study, gut microbiota

analysis revealed the presence of the main phyla such us Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobac-
teria and Proteobacteria in all rats. Thus, cafeteria diet feeding for 10 weeks did not alter the

gut communities at the phylum level. However, we observed significant differences in the

abundance of some bacterial families. The gut microbiota analysis showed that cafeteria diet-
fed rats had less abundance of Rikenellaceae (p = 0.029) and Lactobacillaceae (p = 0.019) than

control SHR. On the other hand, the sildenafil citrate long-term treatment did not resotre gut

dysbiosis unduced by chronic cafeteria diet feeding (Fig 6).

Discussion

In the present study, we showed that 10 weeks of CD induced metabolic syndrome in rats by

causing abdominal obesity, glucose intolerance and arterial hypertension. These results are

consistent with the findings of Miesel et al. [23] who demonstrated that cafeteria diet-fed SHRs

feature arterial hypertension, obesity and an altered glucose levels in response to the oral glu-

cose tolerance test (OGTT), mimicking the human metabolic syndrome. CD consists mainly

of a palatable diet with a more balanced caloric composition that resembles a Western diet.

These disorders are also found in other studies of diet-induced metabolic syndrome models

[24]. Miesel et al. [23] showed that SHR became hyperlipidemic when fed with cafeteria diet.
Our findings regarding the cholesterol and triglyceride levels of SHR were in consistence with

the results of Rehakova et al. [25]. However, in our study, rats did not develop dyslipidemia

Table 2. Basal values of cardiac inotropy and coronary perfusion pressure.

Control CD CD + Sild SHR + Sild

LVDevP (mmHg) 78.27 ± 5.83 � 48.08 ± 5.38 73.79 ± 4.69 � 56.25± 2.006

Coronory perfusion pressure (mmHg) 31.43 ± 2.41 27.23 ± 3.22 31.98 ± 3.61 35.87± 3.12

Data are represented as mean ±SEM. �p< 0.05 Vs CD

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.t002

Fig 4. Effects of cafeteria-diet feeding and sildenafil citrate treatment on cardiac function. Cardiac inotropy (A),

coronary vasodilatation (B). Compared to control rats, CD-fed rats showed reduced cardiac inotropy and coronary

vasodilation. Sildenafil citrate treatment significantly improved cardiac inotropy and coronary vasodilation in control

SHR but only improved coronary vasodilation in CD-fed rats. LVDevP: left ventricular developed pressure, CD:

Cafeteria diet. Values are expressed as mean ±SEM. (A) �p< 0.05 CD Vs Control, SHR+Sild (B) �p< 0.05 CD Vs
Control, CD + Sild, ��� p< 0.001 CD Vs SHR + Sild.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g004
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over the feeding periods. It has already been shown that SHR generally do not develop hyper-

cholesterolemia and hyperlipidemia unless they are exposed to a special diet such us high-cho-

lesterol or high-fructose high-fat diet [26]. The absence of dyslipidemia in rats despite the high

caloric diet could well be due to the fact that cholesterol transport through the vascular wall

and reverse cholesterol transport is so efficient in rats that it prevents the development of

severe hypercholesterolemia [27].

Sildenafil citrate long-term treatment reduced body weight gain and visceral fat in CD-fed

rats. The present results are consistent with those of Ayala et al. [4] who showed that treatment

with sildenafil for 12 weeks prevented excessive weight gain in high fat-fed mice by preventing

diet-induced energy imbalance. Moreover, Ryu et al. [28] showed that PDE5 inhibitor treat-

ment was able to suppress inflammatory markers expression that play a critical role in the

induction of obesity. Thus, long-term sildenafil citrate treatment may reduce weight gain by

different mechanisms than fat cell lipolysis. This would explain epididymal fat cGMP levels

not significantly different between untreated and sildenafil citrate-treated rats.

Even though the CD did not induce fasting hyperglycemia in our experimental conditions,

the CD-fed group presented impaired glucose tolerance as previously reported [29]. Although

10 weeks of chronic sildenafil citrate treatment significantly reduced weight gain and abdomi-

nal obesity in the CD-fed SHR, the impairment of glucose tolerance was not attenuated. It has

been shown in previous studies that long-term PDE5 inhibition plays a role in countering the

effects of high-fat diet-induced insulin resistance and improving pancreatic β-cell function as

assessed by oral glucose tolerance testing [4,30]. However, almost all studies were either con-

ducted on lean animals or before the onset of insulin resistance which could explain the lack of

Fig 5. Effect of cafeteria diet feeding and sildenafil citrate treatment on vascular reactivity. Cumulative

concentration response curve (CCRC) to phenylephrine in thoracic aortic rings isolated from all groups (A),

Concentration-response curves to acetylcholine in thoracic aortic rings precontracted with phenylephrine (B). Data

are represented as mean ±SEM. ��� p< 0.001 Vs Control / CD group for Emax. $ $ $ p<0.001 Vs Control / CD group

for pD2 compared by NLME model.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g005

Table 3. pD2 and Emax of phenylephrine responses in aortic rings isolated from all groups.

Control SHR + Sild CD CD + Sild

Emax 3.27±0.21 4.17±0.16 ��� 3.14±0.18 2.35±0.17 ���

pD2 6.87±0.04 7.69±0.09 ��� 6.84±0.04 6.54±0.06 ���

Values are means ±SEM.

���p<0.0001 compared with the control group by NLME model

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.t003
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glucose intolerance improvement observed in our study. The resulting effects of sildenafil cit-

rate treatment may differ between healthy and pathological states [5]. Our results support this

hypothesis since sildenafil citrate chronic treatment significantly restored glucose metabolism

in standard chow diet-fed rats.

It is already well known that obesity is characterized by sympathetic nervous activation [31]

which in turn may induce β-adrenergic receptor dysregulation [32]. In the present study, we

aimed to compare the effects of β-adrenoceptor stimulation in SHR, CD-fed rats and in silden-

afil citrate treated rats that were exposed to either CD or standard chow diet, using Langen-

dorff method on isolated heart. We precisely assessed the effects of β-adrenergic stimulation

on cardiac inotropy and coronary arteries vasodilation through LVDevP evaluation and perfu-

sion pressure variations respectively. Our data showed a significant decrease in the positive

inotropic effect of β-adrenoceptor stimulation as well as a significant decrease in coronary

vasodilation in CD-fed rats. The mechanisms underlying impaired β-responsiveness remain

unclear. It’s not well known whether this attenuated response to isoproterenol stimulation is

due to decreased expression of β-adrenoceptors [33], to altered β-adrenergic signaling path-

ways or to impaired Ca2+ handling [34,35]. Only complementary studies could allow to better

understand these divergent findings.

In the current study, we did not show any change neither in cardiac inotropy nor in coro-

nary vasodilation between SHR group treated with sildenafil citrate and control group. How-

ever, we showed that chronic sildenafil citrate treatment significantly restored coronary

vasodilation, and slightly although not significantly ameliorated cardiac inotropy in CD group

suggesting that chronic PDE5 inhibition was able to prevent cardiac alteration due to the meta-

bolic syndrome.

Several studies have previously demonstrated that long-term PDE5 inhibition resulted in a

lower adrenergic vasoconstrictive response of the vascular bed [36]. Unexpectedly, the present

results showed a leftward shift of the phenylephrine curve in aorta from sildenafil citrate-

treated SHRs. According to the work of Teixeira-da-Silva et al.[36], treatment with sildenafil

citrate reduced phenylephrine-induced contraction in aortic rings taken from SHR. However,

in that study, the authors used the dose of 45mg/kg for 60 days which is 9 times higher than

that used in our study. Moreover, all rats were treated before the onset of the hypertensive

state while rats included in our protocol were hypertensive from the start of the experiments.

The increase in Emax and pD2 values of phenylephrine in aortas from sildenafil citrate-treated

SHR may suggest an increased α1-AR density and /or sensitivity that was likely developed to

offset the effect of prolonged PDE5 inhibition. Interestingly, we found that the phenylephrine-

induced vasoconstriction was reduced by sildenafil citrate treatment in CD-fed group, suggest-

ing that compensatory mechanisms linked to metabolic syndrome might have been developed

in CD-treated rats to limit the phenylephrine hyper-responsiveness observed in control SHRs.

From these results, it can be suggested that PDE5 inhibition, under our experimental condi-

tions, plays a functional role by modulating aortic reactivity probably via a change in cGMP

Table 4. Intracellular cGMP levels in thoracic aortic rings and epididymal fat samples.

cGMP (pmol/mg protein)

Thoracic aorta

cGMP (pmol/mg protein)

Epididymal fat

Control group 15.67 ±2.26 1.86 ±0.65

CD-fed group 11.04 ±2.30 0.86 ± 0.17

CD group treated with sildenafil citrate 9.63 ± 1.45 1.22 ± 0.19

Data are represented as mean ±SEM

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.t004
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intracellular level. Since sildenafil citrate treatment is expected to increase intracellular cGMP

level, it was reasonable to compare tissular aortic cGMP content between untreated and

treated rats with sildenafil citrate. Our results showed vascular cGMP levels in the same range

as those reported in previous studies [37]. But unexpectedly, we failed to detect any significant

accumulation of vascular cGMP in aortic rings from sildenafil citrate-treated rats. This result

suggests that the change of aortic rings response to phenylephrine observed in our study may

result from other mechanisms of action than direct inhibition of PDE5, as described elsewhere,

PDE5 inhibition, during sildenafil citrate treatment has coordinated stimulatory action on

both cAMP and cGMP signaling pathways [38].

In the present work we showed that sildenafil citrate prevented the development of arterial

hypertension in both control-treated and CD-treated group. Although the mechanism

involved in this finding has not been specifically addressed, reduction in vascular resistance

could be considered as a contributing mechanism accouting for the ability of sildenafil citrate

to limit the developpement of arterial hypertension. Proximal resistance vessels such as the

mesenteric arteries, contribute substantially to the peripheral resistance and play an important

role in the maintenance of arterial pressure. It has already been shown that both PDE5 expres-

sion and activity were significantly higher in mesenteric arteries in SHR rats when compared

to normotensive rats, and that sildenafil citrate was able to suppress PDE5 activity in these

arteries [39].

Interestingly we found that the prevention of the time-dependent increase of arterial hyper-

tension by sildenafil citrate treatment was more marked in the CD group than in the control

one. The reason of this discrepancy is not readily apparent. The extent of drugs-induced anti-

hypertensive effect has been reported to closely depend upon the level of blood pressure

[40,41]. Thus, it is not unlikely to postulate that differences in sildenafil citrate effect observed

in our study might be due to the level of blood pressure and/or the pre-existing level of cardio-

vascular alterations (i.e. increase of sympathetic tone) that could have been developed during

Fig 6. Gut bacterial community analysis by 16S rRNA gene high-throughput sequencing. (A) Composition of

abundant bacterial phyla identified in the microbiota of the three different groups. (B-C) Different bacterial families in

each sample among Control, CD and CD+Sild groups. (D) Various bacterial genera in each sample among each group

of rats. Data are presented as box plots. ‘�’ and ‘��’ indicate a significant difference (P<0.05 and P<0.01 respectively).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223914.g006
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the metabolic syndrome in CD group. We cannot however rule out the possibility that the dif-

ference observed between control-treated and CD-treated group could involve the ability of

sildenafil citrate to reduce blood pressure by additional mechanisms that may occur indepen-

dently of its vascular effects. In support of this assumption, sildenafil was reported to exert its

effect on blood pressure by reducing angiotensin II levels and restoring the baroreflex sensitiv-

ity [42].

Conversely to previous report describing a decreased NO bioavailability in vascular wall of

adult SHR [43], our study did not reveal any alteration in acetylcholine-induced vasorelaxation

neither in control rats nor in CD-fed rats. We did not observe significant change in intracellu-

lar cGMP levels between the different groups as previously mentioned, suggesting that CD

feeding did not induce endothelial dysfunction in SHR aorta. The lack of impairment of the

endothelium-dependent relaxation observed in our experimental conditions, does not neces-

sarily confirm the absence of endothelial dysfunction. It may be possible that rats were only in

a very stage of the pathology development and that duration of the diet may not be severe

enough to exhibit the impaired response to acetylcholine [44]. Nonetheless, Berenyiova et al.

[45] showed that SHR develop an adaptive mechanism to preserve NO-dependent vasorelaxa-

tion and NOS activity level.

Gut microbiota is emerging during the last decade, as a new major contributor to the devel-

opment of metabolic syndrome. Different studies have already shown that diet-induced meta-

bolic syndrome is associated with decreased gut microbiota diversity and richness. In this

context, several studies have reported that cafeteria diet feeding induces large gut microbiota

changes with a significant reduction in Bacteroidetes and a corresponding increase in Firmi-
cutes [46,47]. The shift in the relative abundance in these phyla has been proposed as linked to

the increased capacity to harvest energy from food and with increased low-grade inflammation

[48]. Conversely to those findings, our data did not reveal marked changes in the gut micro-

biota composition at the phylum level after chronic CD feeding. These discrepancies could be

attributed to the difference in the strain of rats used. In fact, in the previously mentioned stud-

ies, the experiments were conducted on normotensive rats whereas in our study we worked on

the SHR. In this regard, Yang et al. [49] has reported a significant decrease in gut microbiota

diversity, richness and evenness in SHR when compared to normotensive rats, in addition to

an increased Firmicutes to Bacteroidetes ratio. That study has also shown a decrease in acetate-

and butyrate- producing bacteria in SHR. Therefore, the preexistence of a gut dysbiosis in the

SHR may hide the impact of the CD on the gut micorbiota composition at the phylum level.

Nonetheless, other studies have found no differences either between Firmicutes and Bacteroi-
detes at the phylum level [48]. However, our study showed significant differences at the family

and species level between groups. Indeed, we observed a remarkable decrease in Lactobacillus
spp in cafeteria diet-fed rats when compared to control ones. These results are consistent with

findings of Lecomte et al. [50] who showed a reduction in the abundance of the Lactobacillus
species in a rat model of metabolic syndrome. This reduced abundance of Lactobacillus species

has been shown to be negatively correlated with fat mass and body weight. Moreover, accord-

ing to Lecomte et al. [50], lactobacilli play a critical role in preserving intestinal barrier integ-

rity through maintenance of cell-to-cell junctions. Thus, a lower abundance of this species is

assumed to promote the passage of endotoxins such us lipopolysaccharides into the blood-

stream increasing the proinflammatory molecules release and maintaining insulin resistance

[51]. Furthermore, it has been reported in previous study that long-term ingestion of Lactoba-
cillus spp was able to enhance lipolysis and to reduce body weight as well as abdominal fat

weight [52]. Collectively, these findings may involve a role of Lactobacillus spp in promoting

the metabolic syndrome development. To the best of our knowledge, our study is the first to

investigate the effects of sildenafil citrate long-term treatment on gut microbiota composition.
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Although, long-term sildenafil citrate treatment prevented excessive weight gain in CD-fed

rats, it did not reverse gut dysbiosis induced by chronic CD feeding. Yet, it has been shown

that cGMP is considered as a key factor in regulating the immune function in the intestine and

in maintaining the intestinal barrier integrity [15]. It would be likely that the duration of sil-

denafil citrate treatment may not have been sufficient to modify gut microbiota composition

of treated rats. Further studies are necessary to better understand the interaction between gut

microbiota and sildenafil citrate treatment.

In conclusion, the current study demonstrated that CD feeding induced metabolic abnor-

malities, an impairment of cardiac contractility and decreased several bacterial species of the

gut microbiota, especially Lactobacillus spp. in SHR. Chronic treatment with sildenafil citrate

showed metabolic protective effects in our rat model of metabolic syndrome. However, its ben-

eficial effects on cardiovascular activity are less evident. The potential of PDE5 inhibition as a

pharmacotherapeutic option in the treatment of metabolic syndrome warrants further

investigation.
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Abstract 

Introduction  

Metabolic syndrome is related to increased risk of early death due to cardiovascular 

complications. Several studies have shown that all components of metabolic syndrome have 

adverse effects on the endothelium leading to vascular reactivity dysregulations  

Objective  

To further develop this scientific point and as little is known about the impact of metabolic 

syndrome on cardiovascular function in the spontaneously hypertensive rats (SHR), this study  

aimed to investigate the effects of long-term administration of BAY 41-2272, a soluble 

guanylate cyclase stimulator, on the cardiovascular reactivity of SHR submitted to 12 weeks of 

cafeteria diet (CD). 

Method 

Eight-week old male SHR were randomly divided into 3 groups: Control group, CD-fed group 

and CD-fed group treated daily with BAY 41-2272 (5mg/Kg) by gastric gavage. In vivo 

measurements of body weight, abdominal circumference, blood pressure and glucose tolerance 

test were performed. At the end of the experimental protocol, ex vivo cumulative concentration-

response curves were determined on isolated perfused heart (isoproterenol (0.1nM - 1µM)) and 

thoracic aorta (acetylcholine (1nM – 10 µM), phenylephrine (1nM – 10 µM), insulin (1nM – 

3µM) and sodium nitroprusside (SNP) (0.1nM – 0.1µM)). 

Results 

We showed that chronic CD feeding induced abdominal obesity, hypertriglyceridemia, glucose 

intolerance and exacerbated arterial hypertension in SHR. Compared to control group, CD-fed 

group showed decreased β-adrenoceptor-induced cardiac inotropy and coronary vasodilation 

and decreased aorta contraction to phenylephrine. Insulin-mediated relaxation was depressed 

in CD-fed group while relaxing effects of acetylcholine and SNP were unchanged. BAY 41-

2272 long-term treatment improved markedly arterial hypertension and glucose intolerance, 

enhanced the α-1 adrenoceptor-induced vasoconstriction and restored cardiac inotropy and 

coronary vasodilation 
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Conclusion 

These findings suggest that NO/sGC/cGMP pathway modulation could serve as a potential 

therapeutic target for protection against cardiovascular alterations associated with metabolic 

syndrome. 

Key words: metabolic syndrome, sGC stimulation, SHR, Cafeteria diet, cardiovascular 

reactivity  
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Introduction  

Metabolic syndrome is defined as a cluster of risk factors that predisposes to cardiovascular 

disease and type II diabetes mellitus (Galassi et al. 2006; Aschner 2010). The risk factors of 

metabolic syndrome include central obesity, insulin resistance, hypertension, dyslipidaemia, 

and an impaired glucose tolerance (O’Neill and O’Driscoll 2015).  

It has been shown that an altered endothelium-dependent vasorelaxation also known as 

endothelial dysfunction is an early indicator of cardiovascular events risk such stroke and heart 

attack (Shayo et al. 2019). Currently, an association is clearly established between endothelial 

dysfunction and metabolic syndrome (Abd El Aziz et al. 2018). Moreover, it’s widely known 

that an increasing number of metabolic syndrome components is associated with more severe 

impairment in endothelial function (Tziomalos et al. 2010).  

The endothelium generates several vasoactive compounds and signals which act locally to 

adjust blood flow including nitric oxide (Khaddaj Mallat et al. 2017; Fernandes et al. 2017). 

Once released by the endothelium, nitric oxide diffuses into the smooth muscle cell, activates 

soluble guanylate cyclase (sGC) thereby catalyzing cyclic guanosine monophosphate (cGMP) 

synthesis. cGMP induces vasorelaxation via lowering intracellular calcium levels (B. Kim et 

al. 2019). It has already been reported that endothelial dysfunction associated with the 

metabolic syndrome is mainly due the reduced NO bioavailability and an impairment in NO-

sGC-cGMP signalling pathway. It is correlated with the onset and progression of cardiovascular 

disease (Matthews et al. 2018; Breitenstein et al. 2017).  

Recent studies have shown  that chronic treatment with sildenafil citrate, a phosphodiesterase 

type 5 (PDE5) inhibitor, improves energy balance contributing to weight loss in high fat-fed 

mice (Ayala et al. 2007), reduces hyperinsulinemia and up- regulates endothelial nitric oxide 

synthase (eNOS) expression in a rat model of insulin resistance (Oudot et al. 2010). This 

suggests that NO-cGMP pathway modulation may constitute a key link between its metabolic 

and vascular protective effects. However, protective effects of PDE5 inhibitors are dependent 

on endogenous NO production. Currently, different classes of drugs have been developed, 

which increase cGMP intracellular levels independently of NO availability by targeting the NO 

receptor sGC (Breitenstein et al. 2017). BAY 41-2272 is a sGC stimulator that has been shown 

to promote antihypertensive action, to attenuate remodelling in models of systemic arterial 

hypertension and to reduce pulmonary vascular resistance (Boerrigter and Burnett 2007). 

Furthermore, potential antiobesity and insulin sensitizing effects of cGMP signalling have been 
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postulated (Mitschke et al. 2013). These findings suggest that cGMP pathway modulation 

through sGC stimulation could be a promising therapeutic alternative to treat metabolic 

disorders and prevent cardiovascular complications associated with the metabolic syndrome. 

However, to the best of our knowledge, few studies have evaluated metabolic and 

cardiovascular effects of chronic treatment with BAY 41-2272 in spontaneously hypertensive 

rats (SHR) with an induced metabolic syndrome.  

Thus, the aim of this study is to investigate the effects of chronic sGC stimulation by BAY 41-

2272 on metabolic parameters and cardiovascular reactivity in a SHR experimental model of 

metabolic syndrome. 

Materials and methods 

Animals and experimental protocol 

All the experiments were performed in accordance with Institutional Guidelines from the ethical 

committee of Pays de la Loire, France (Ministry authorisation, APAFIS N° 6445). 

Eight-week old, male spontaneously hypertensive rats (SHR) obtained from Janvier Labs (Le 

Genest St Isle, France), were used for this study. All rats were housed under a 12-hour light/dark 

cycle, at a controlled temperature (22°C) and humidity (50%). Rats were allowed free access 

to standard chow (4.5% total fat, 54.2% carbohydrates 18.5% protein) (KLIBA NAFAG®, 

Kaiseraugst, Germany) and drinking water. An adaptation period of 1 week was allowed before 

any experiment was initiated. 

Rats were randomly separated into 3 groups: control chow diet- fed rats, Cafeteria diet (CD)-

fed rats and CD-fed rats treated daily with BAY 41-2272 per os for 12 weeks.  

CD included different commercial variety of chocolate, cookie and cereal bars. The resulting 

CD provided an average of 68.3% energy from carbohydrates, 5.83% from protein and 18.2% 

from total fat. The foods provided were changed daily to stimulate hyperphagia. 

During the feeding protocol, body weight and abdominal circumference of all rats were 

monitored weekly. 

Arterial blood pressure measurement 

Measures of systolic (SBP) and diastolic (DBP) arterial pressure were recorded at the 

beginning, middle and at the end of the experimental protocol in awake rats using tail 

plethysmography technique (CODA, Kent Scientific Co., Torrington, CT, USA). All rats were 

conditioned to the procedures during one week before data collection. 
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Before starting measurements, rats were placed in a restraining box and preheated at 37° C in 

order to dilate the tail arteries. ten consecutive pressure measurements were recorded for each 

rat and averaged to obtain a representative value of SBP and DBP (mmHg) 

Glucose tolerance test 

At the 12th week, a glucose tolerance test was performed by means of glucose solution injection 

(1g/kg body weight, intraperitoneally) 

Blood sampling (one drop) was performed from tail vein (under ointment lidocaine application) 

before and at 15, 30, 45, 60 and 90 min after glucose injection. The concentration of blood 

glucose was determined with a blood glucose meter (Glucometer, Pura ®). The area under the 

curve (AUC) was calculated. 

Ex vivo cardiac function 

At the end of the experimental protocol, rats were anesthetized with pentobarbital (54mg/kg 

i.p). Anaesthesia of the rat was checked by the paw withdrawal reflex. Rats were then sacrificed 

by exsanguination of abdominal aorta.  

The hearts were quickly and thoroughly excised and immersed in a cold Krebs-Henseleit 

buffer previously filtered (0.2 µm filter funnel) and oxygenated with 95% O2- 5% CO2 gas 

mixture. Krebs-Henseleit buffer composition in mM is: NaCl, 118.3; KCL, 4.7; MgSO4, 1.2; 

KH2PO4, 1.2; NaHCO3, 20; EDTA, 0.016; Glucose, 11.1 and CaCl2, 2.5; PH 7.4. The aortic 

canula was connected in order to allow a retrograde perfusion at a constant flow rate of 12 

ml/min, using Langendorff method (Skrzypiec-Spring et al. 2007). To determine left ventricular 

function, a water-filled latex balloon was inserted into the left ventricle through the mitral valve. 

An equilibration period of  30 min was required to ensure the stability of the parameters 

recorded before any molecule addition. Left ventricular developed pressure (LVDevP) was 

determined as the difference between left ventricular systolic pressure and left ventricular end-

diastolic pressure. Coronary vasodilation was determined by perfusion pressure variation. Each 

parameter was recorded initially and after the addition of increasing concentrations of 

isoproterenol (1nM- 1µm). 

All the parameters recorded were analysed by LabChart ®Pro software (V7, ADInstruments, 

France). 
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Vascular reactivity experiments 

Immediately after the sacrifice, thoracic aorta (TA) was rapidly removed and placed in ice-cold 

Krebs-Henseleit solution. The aorta was then dissected, cleaned of fat and connective tissue 

and cut into rings (2-3 mm long). TA rings were suspended on stainless-steel wires in a 10 ml 

organ bath containing a Krebs solution heated to 37°C and continuously oxygenated with a 95% 

O2 and 5% CO2 gas mixture.  TA rings were progressively stretched to a resting tension of 2g. 

Isometric tension was detected using a force displacement transducer (Emka Technologies, 

Paris, France) and recorded by data acquisition software (iOX, Paris, France). 

Briefly, after a one-hour equilibration phase at a resting tension of 2g, the viability of the 

endothelium was verified by the observation of at least 60%  relaxation to acetylcholine (1µM) 

in TA rings (precontracted with 1µM of phenylephrine, a selective α1- adrenoceptor agonist) 

(Sauvaget et al. 2010). 

After a washing period of 30 min with Krebs-Henseleit solution, TA rings were contracted 

again with 1µM phenylephrine. Once contraction reached a plateau, cumulative concentration 

response curves (CCRCs) to acetylcholine (1nM-10µM), insulin (1nM- 3µM) and sodium 

nitroprusside (a nitric oxide donor, 10nM- 0.3 µM) were performed. Values were expressed as 

the percentage relaxation of the phenylephrine-induced precontraction. 

Blood parameters 

Insulin levels were measured using a rat insulin ELISA kit (Thermo Fisher Scientific, France), 

triglycerides and cholesterol levels were determined using an automatic biochemical analyser 

in the Veterinary University Hospital Centre of ONIRIS, Nantes, France.  

cGMP levels in thoracic aorta  

Immediately after the sacrifice, the resting TA was frozen in liquid nitrogen to prevent cGMP 

degradation and was kept at -80°C. The samples were then treated with 6% cold trichloroacetic 

acid and centrifuged at 1500g for 10 min at 4°C.  

The supernatant fractions were extracted three times with water saturated diethyl ether (5 

volumes of diethyl ether to 1 volume of supernatant). Residual diethyl ether was evaporated by 

heating samples to 70°C for 5 min. The dried extract was dissolved in an assay buffer and the 

cGMP concentrations were measured calorimetrically using an immunoenzymatique assay kit 

(Cayman Chemical Company). Absorbance was read using a spectrophotometer at 405nm. The 

mean value was calculated from duplicate measurements of each sample and normalized to total 
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cell protein levels previously measured using a protein assay reagent kit (micro BCA-Pierce) 

(Kanso et al. 2014). 

Immunofluorescence and quantification of iNOS and eNOS expression 

Thoracic aorta rings were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 4 hours at 4°C. After 3 

washings in PBS, the aortic rings were incubated in PBS containing 20% sucrose for one night. 

Then, they were embedded in tissue Tek OCT medium ®(Sakura, USA) and frozen by 

immersion in liquid isopentane and conserved at -80°C. Frozen section (10 µm) were 

permeabilized with 0.5 % Triton 100X in PBS  for 5min and treated with a PBS solution 

containing 0.5% Triton 100X and 2% bovine serum albumin (BSA) for 1 hour to block the 

nonspecific antigen binding.  

Sections were then incubated in the blocking buffer with a rabbit polyclonal antibody against 

iNOS (1 :100, Abcam, Cambridge, United Kingdom) or a mice monoclonal antibody against 

eNOS (1 :1000, Abcam, Cambridge, United Kingdom) for one night. After 5 washings of 3 min 

each in PBS, the sections were incubated with secondary antibody, AlexaFluor 647 donkey  

anti- mice IgG (1 :300, life Technologie, Saint Aubin, France) or AlexaFluor 555- conjugated 

donkey anti-rabbit (1 :300, life Technologie, Saint Aubin, France) for 1 hour at room 

temperature. Slides were mounted in Mowiol (Calbiocgem, San Diego, CA, USA). The 

immunolabeled sections were scanned using the helium neon laser (448 nm) to observe elastic 

lamina autofluorescence, the helium neon laser 561 nm for AlexFluor 555 detection (iNOS 

immunolabeling) and the helium neon laser 633 nm to observe AlexaFluor 647 (eNOS 

immunolabeling). Acquisitions were performed using a spectral confocal microscope (Zeiss 

LSM 780, Zeiss, France). Image analysis were performed to evaluate iNOS and eNOS 

expression level in the thoracic aorta of all rats by using Fiji Software. Fluorescence Mean 

Intensity (FMI) values were acquired from 5 different fields of immunolabeled thoracic aorta 

sections in each condition. The same threshold was used to measure the sum intensity 

fluorescence of iNOS and eNOS immunolabelling in each section. Finally, the MFI was 

reported to total area of analysed section. 

Drugs 

Pentobarbital solution was purchased from Ceva, Libourne, France. Phenylephrine 

hydrochloride, acetylcholine chloride, sodium nitroprusside, human insulin and isoproterenol 

were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Quentin-Fallavier, France). BAY 41-2272 was 

provided from Bayer 
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All drugs were prepared as stock solutions in distilled water except for insulin, which was 

dissolved in 0.01M hydrochloric acid.   

Statistical analysis 

All the results were expressed as a mean ±SEM of n experiments where n represents the number 

of rats.  

Data of body weight, abdominal circumference and arterial blood pressure were compared 

using a linear mixed effect (LME) model on R software  

Data of blood parameters (insulin, glucose, triglyceride and cholesterol), cGMP levels and the 

area under the curve were compared between groups using One-way ANOVA. When a 

significant effect was found, post hoc multiple comparisons were made using Tukey’s post-hoc 

analysis.  

For the immunofluorescence analysis, differences were determined using nonparametric Mann-

Whitney test. 

CCRC parameters (maximum effect: Emax, negative logarithm of the concentration producing 

50% of the maximum effect pD2) were analysed using a non-linear mixed effect (NLME) model 

on R software for acetylcholine, phenylephrine, sodium nitroprusside and linear mixed effect 

(LME) model for insulin and isoproterenol. 

 (Thorin et al. 2010). 

All graphs were performed on PRISM ® software version 5. 

Results  

Body weight gain, abdominal circumference and arterial blood pressure  

As shown in Fig 1A, after 12 weeks of CD feeding, the CD-fed group had greater weight gain 

than the standard chow diet-fed group (248g ±33.56 vs 144g± 20.01 p <0.05). This weight gain 

was correlated to an increased abdominal circumference (Fig 1B).  Long-term treatment with 

BAY 41-2272 reduced both body weight gain and abdominal circumference (Fig 1).  

CD feeding raised significantly SBP of CD-fed rats compared with their littermates assigned to 

the standard chow diet-fed group (180.0 mmHg ±2.6 Vs 164.4mmHg± 2.2 p<0.05) (Fig 2A). 

Similar results were observed for diastolic arterial blood pressure (Fig 2B) Compared to the 

CD-fed rats, BAY 41-2272 long-term treatment markedly decreased both SBP and DBP below 
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the control values (SBP :131.6 ±3.7 vs180.0.4± 2.6 p<0.01 in BAY 41-2272 treated-group and 

CD group respectively) (Fig 2). 

Glucose tolerance  

Changes in the glycaemic curve were clearly observed in CD-fed rats in comparison with 

control ones. Indeed, a significant increase in the AUC was observed in the CD-fed group. The 

increase in blood glucose level during glucose tolerance test was followed by a slower decrease 

to the basal values (Fig 3). Moreover, the results showed a significant improvement in the AUC 

in CD-fed rats treated with BAY 41-2272 as shown in Fig 3. There was a significant reduction 

in glucose blood level at the time point of 45 min after glucose injection compared to CD-fed 

rats. Difference in AUC between the BAY 41-2272 treated group and standard chow diet-fed 

group was not statistically significant. 

Plasma biochemical analysis  

Plasma metabolic parameters at the end of the experimental protocol are shown in Table 1. 

Triglycerides levels in the CD-fed group were higher than those in the control group (p<0.001). 

However, total cholesterol level was lower in the CD-fed group when compared to the control 

one. There was no significant difference in blood glucose and insulin levels between the 2 

groups. On the other hand, long-term treatment of CD-fed rats with BAY 41-2272 did not 

improve plasma triglycerides levels but tended to reduce fasted glucose level compared to the 

CD-fed group. 

Table 1 : Plasma biochemical parameters 

Parameters Control CD CD  + BAY 41-2272 

Triglycerides (g/l) 0.79± 0.08 1.34± 0.16 *** 1.37± 0.17 

Total cholesterol (g/l) 0.83± 0.09 0.62± 0.06 * 0.75± 0.04 

Insulin (µUI/ml) 9.21± 1.32 11.83± 2.52 9.86 ± 2.37 

Glucose (mg/dl) 103.60± 2.48 107.30± 4.52 96.71 ± 3.43 

Fasting blood glucose, insulin, total cholesterol and triglycerides levels measured at the end of 

experimental protocol. Values are expressed as means ±SEM (*p<0.05, ***p<0.001 vs Control 

group, determined by one-way ANOVA, followed by Tukey multiple comparison test). 
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 Isolated heart function  

To further characterize our model and evaluate the cardiovascular effect of BAY 41-2272 long-

term treatment, myocardial function was evaluated using an isolated Langendorff heart 

preparation. As shown in Table 2, basal left ventricular developed pressure (LVDevP) and 

coronary perfusion pressure were not statistically different between the 3 groups.  

Table 2: Basal function of isolated heart  

 Control CD CD + BAY 41-2272 

LVDevP (mmHg) 77.0± 8.22 60.55± 3.27 67.04± 5.2 

Coronary perfusion pressure 

(mmHg) 

25.88± 1.40 23.73 ± 3.29 22.45± 5.84 

The hearts were perfused with oxygenated Krebs-Henseleit solution as previously described. 

LVDevP, Left ventricular developed pressure. Values are expressed as means ±SEM 

To determine whether metabolic syndrome induces β-adrenergic dysfunction, increasing 

concentrations of isoproterenol were applied to the heart. β-adrenoceptor stimulation induced a 

marked positive inotropic effect in control rats determined by LVDevP (Fig 4A). In contrast, 

the response to β-adrenoceptor stimulation was significantly reduced in CD-fed group 

(p<0.001).  

Thus, in our rat model of metabolic syndrome, basal cardiac function is preserved but the 

inotropic reserve in response to β-adrenoceptor stimulation is reduced suggesting an 

impairment of the β-adrenoceptor signalling in this model. Otherwise, chronic treatment with 

BAY 41-2272 significantly restored LVDevP indicating an improvement in LV contractility 

(Fig 4A). Similar results were obtained for isoproterenol-induced coronary vasodilation. 

Indeed, coronary blood flow decreased in response to β-adrenoceptor stimulation in the control 

group. This response was significantly altered in CD-fed rats (p<0.05) whereas it remained 

unchanged in the CD-fed group treated with BAY 41-2272 (p<0.001 CD vs CD + BAY 41-

2272) (Fig 4B). These results suggest an improvement in β-adrenergic function following in 

vivo chronic sGC stimulation. 

Vascular reactivity 

In order to evaluate whether metabolic abnormalities influenced the vasoconstriction mediated 

by α 1 -AR in thoracic aorta, CCRC to phenylephrine were constructed. The aorta of the CD-

fed group showed a significant reduction in the maximal contractile response (Emax) to 
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phenylephrine when compared to the control one (p<0.001) (Fig 5A, Table 3). However, the 

addition of the iNOS inhibitor aminoguanidine (AMN, 100µM) in the bathing solution 

normalized the contraction elicited by phenylephrine in aortic rings from CD-fed group. 

Maximal contraction was increased to 4.46g± 0.29 (p< 0.001 vs in the absence of iNOS 

inhibitor) (Fig 5B) suggesting an iNOS-dependent NO-mediated reduction in contractile 

response in aorta from CD-fed rats (Fig 5B). Contrarily, the phenylephrine- concentration 

response curve was significantly restored in aortic rings isolated form CD-fed rats treated with 

BAY 41-2272 (Fig 5A, Table 3). 

Table 3: pD 2 and E max of phenylephrine responses in aortic rings isolated from all groups 

 Control CD CD + BAY 41-2272 

Emax (g) 4.15± 0.065 3.77± 0.08* 4.30± 0.07 

pD2 7.26± 0.04 7.29± 0.05 7.60± 0.06 

Values are means ±SEM. *p<0.001 vs Control, CD + BAY 41-2272 by NLME model 

Vasorelaxation to insulin 

In order to evaluate the vasorelaxation to insulin ex vivo, CCRC to insulin were performed on 

precontracted aortic rings with phenylephrine. In control group, the maximal vasodilation with 

insulin was significantly higher than that in CD-fed group (p<0.05) (Fig 6A). In order to 

investigate the role of endothelin-1 (ET-1) in the vascular response of CD-fed group to insulin, 

we evaluated the insulin concentration-response curve in the presence of ET-1 receptors bloker 

(BQ 123, 1µM). Pretreatment of CD-fed group aortic ring with BQ-123 significantly enhanced 

the vasodilatory action of insulin (Fig 6B) resulting in a CCRC comparable to that observed in 

the control group. These observations suggest that the altered vasodilatory response to insulin 

during metabolic syndrome may involve the ET-1 mediated signalling pathway. However, CD-

fed rats treated with BAY 41-2272 did not show any improvement in the vasodilator response 

to insulin (Fig 6A) 

Endothelial response to acetylcholine and sodium nitroprusside (SNP) 

In order to assess whether our model of metabolic syndrome exhibit an endothelial dysfunction, 

CCRC to acetylcholine were performed (Fig 7A). Maximum endothelial-dependent relaxation 

to acetylcholine following phenylephrine precontraction was not significantly altered by 

chronic CD feeding compared to aorta from control rats indicating that endothelial function is 

not impaired in our model of metabolic syndrome. Similarly, no significant difference was 
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observed between CD-fed untreated and treated rats (Emax =79.8%± 3.16 vs 77.38%± 3.38 

respectively). 

Moreover, the endothelium-independent vasodilatory response was evaluated using the SNP. 

Increasing concentration of SNP produced a marked relaxation but there was no significant 

difference between the 3 groups (Fig 7B). 

Determination of intracellular cGMP levels in thoracic aorta 

The cGMP content is shown in Table 4. There was no significant difference between CD-fed 

group and control group. However, cGMP levels were slightly but not significantly increased 

in CD-fed rats treated with BAY 41-2272. 

Table 4: Intracellular level of cGMP measured in thoracic aorta 

 Control CD CD + BAY 41-2272 

cGMP (pmol/mg 

protein) 

1.20±0.23 0.89±0 .12 1.40 ±0.27 

Results are expressed as mean ± SEM  

Quantification of eNOS and iNOS expression in thoracic aorta  

An immunofluorescence labelling was performed to determine the expression of iNOS in 

thoracic aorta isolated from all groups. Our results did not show higher expression of iNOS in 

CD-fed group compared to other groups (Fig 8A). 

We next evaluated whether thoracic eNOS expression were modified under metabolic 

syndrome condition or after chronic treatment with BAY 41-2272. There was no significant 

difference in endothelial expression of eNOS between the 3 groups. These results were in 

agreement with the results of our ex vivo study as well as with thoracic aorta cGMP content 

(Fig 8B).  

Discussion 

Several rodent models of diet- induced metabolic syndrome are used in experimental studies to 

assess the underlying mechanisms of cardiovascular alterations that may occur during 

metabolic disturbances (Lehnen et al. 2013). CD is considered as a robust model in terms of 

examining the human diet in rodents (Sampey et al. 2011). In, our study, chronic CD feeding 

induces abdominal obesity, hypertriglyceridemia, glucose intolerance and exacerbates arterial 

hypertension in SHR. These findings are consistent with those of La Russa et al. (2019) who 
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demonstrated that CD is the most appropriate regime to induce severe obesity, glucose 

intolerance, insulin resistance, and high plasma triglyceride levels in rodents. However, they 

are partially inconsistent with the findings of et Miesel et al.( 2010) who reported that insulin 

resistance in SHR was more pronounced over the feeding period. It’s well documented that 

SHR are already hypertensive and insulin-resistant (Reaven and Chang 1991). Unchanged 

insulin levels between control and CD-fed group in our study could be explained by a long 

fasting period as rats were fasted for 16-18 hours before blood sampling (Oliveira Junior et al. 

2010).  

Our results demonstrated that chronic BAY 41-2272 treatment simultaneously with CD feeding 

tended to reduce excessive weight gain and abdominal fat. Weight gain reduction in BAY 41-

2272 treated rats seems to be more related to increased energy expenditure than to decreased 

energy intake since food consumption between untreated and treated groups was not statistically 

different (data not shown). Increasing evidence suggests that cGMP pathway modulation may 

regulate energy balance directly through promoting mitochondrial biogenesis and protection of 

mitochondrial function from vascular damage (G. W. Kim et al. 2014). In this regard, it has 

been shown that pharmacological stimulation of sGC increases the function of brown adipocyte 

and induces an energy-combusting phenotype in white adipocyte in mice with diet-induced 

obesity. This mechanism has been reported to reduce body weight and an improved metabolic 

phenotype (Hoffmann et al. 2015).  

On the other hand, it’s largely known that impaired NO/sGC/cGMP is a key feature of systemic 

arterial hypertension (Stasch et al. 2011). In the present study, long-term sGC stimulation with 

BAY 41-2272 was able to produce a significant decrease in arterial blood pressure in 

hypertensive rats. These results are also consistent with studies that showed that chronic 

administration of BAY 41-2272 inhibited the development of arterial hypertension and 

prevented heart abnormalities in a rat model of arterial hypertension,  probably by decreasing 

oxidative stress and by increasing NO bioavailability and sGC expression (Prawez et al. 2016; 

Zanfolin et al. 2006) which seems to be decreased during obesity (Alexandre et al. 2014). 

In the present study, we investigated vascular reactivity in SHR model of metabolic syndrome. 

Our results revealed that CD-fed rats exhibited an altered vasoconstrictor response 

characterized by a reduced maximal force of contraction compared to their counterparts in the 

control group, with no difference in vessel sensitivity.  Reduced contractility is also reported in 

aortic rings from obese zuker rats, another animal model of metabolic syndrome (Vendrame et 

al. 2014) and from high sugar-fed mice (Silva et al. 2016). Moreover, in our experiments, 
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incubation of isolated aortic rings from CD-fed group with iNOS inhibitor normalized the 

maximal contractile force in this group suggesting an increase in iNOS-induced NO production 

in CD-fed group. It has already been shown a significant increase in iNOS expression and NO 

generation during diet-induced obesity (Pathak et al. 2019). Nonetheless, our 

immunohistochemical results did not reveal higher iNOS expression in thoracic aorta of CD-

fed group in comparison with the control group. Thus, these findings do not exclude the 

hypothesis of increased NO formation mediated by iNOS, given that iNOS activity has not been 

investigated. However, several animal and human studies have reported that overfeeding can 

modulate sympathetic nerve activity (Thorp and Schlaich 2015). Indeed, it has been 

demonstrated that obesity is generally associated with an increase in sympathetic nerve activity 

and a decrease in parasympathetic activity (Thorp and Schlaich 2015) .Thus, it is likely that the 

lower vascular contractile response observed in CD-fed group would represent a compensatory 

mechanism to counteract the blood pressure elevation (Battault et al. 2018). Chronic activation 

of sympathetic nervous system is accompanied by a lower α-1D adrenoceptor gene expression 

leading to α-adrenergic desensitization in thoracic aorta (Belin de Chantemèle et al. 2009). NO 

plays a crucial role in maintaining the vascular homeostasis through several mechanism among 

which, the modulation of the autonomic nervous system activity (Battault et al. 2018). In this 

regard,  a study conducted by Gamboa et al. (2012) showed that altered vascular contraction 

observed during hypertension is due to the loss of NO tonic suppression of sympathetic activity. 

These observations are in line with our results. We showed that long-term treatment with BAY 

41-2272 has restored the adrenoreceptor-mediated vasoconstrictive response in CD-fed group. 

This suggests that NO/sGC/cGMP pathway stimulation through BAY 41-2272 would have 

prevented the adrenoreceptor desensitization that may occur during metabolic disorders. 

Since insulin stimulated NO production in vascular endothelium via endothelial NOS 

activation, we aimed to evaluate the insulin-induced vasorelaxation on isolated thoracic aortic 

rings. In the present work we found that the relaxant effect of insulin was significantly 

depressed in CD-fed group. These observations have also been described in other studies 

(Lyoussi et al. 2018; Yang et al. 2007). However, pretreatment of aortic rings with an ET-1 

receptors blocker significantly improved insulin-mediated vasorelaxation in the CD-fed group. 

These results are consistent with those of Potenza et al. (2005) who showed that endothelin-1 

(ET-1) receptor blockade can unmask the vasodilatory action of insulin in insulin resistant rats.  

It‘s already well know that insulin resistance is associated with activation of MAP kinase 

signalling pathway in vascular cells leading to increased ET-1 secretion and vasoconstriction 
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(Pardo et al. 2019). Thus, our results suggest that elevated ET-1 secretion in the endothelium in 

response to insulin stimulation may be involved in the alteration of insulin-induced vasodilation 

in CD-fed group. Nonetheless, other studies showed that the decreased-insulin mediated 

vasorelaxation could also be due to the reduced release of NO from the PI3 kinase pathway 

(Yang et al. 2007; Kobayashi et al. 2004). In the present work, chronic treatment with BAY 41-

2272 significantly improved vascular reactivity to phenylephrine. However, the insulin-

mediated vasorelaxation was not improved. 

In contrast to the decrease in the insulin-induced vasodilation response, in the present work, no 

modification in acetylcholine-evoked relaxation between the control and CD-fed groups was 

observed. These results contradict previous findings that showed an impairment in 

endothelium-dependent relaxation in SHR (Anishchenko et al. 2015) and  in other animal 

models of metabolic syndrome (Bhatta et al. 2017; El-Bassossy et al. 2014). However, our 

results are in line with the findings of  Vendrame et al. (2014) who showed that obese Zucker 

rats did not exhibit impaired endothelium-dependent relaxation in response to acetylcholine. 

Moreover, Berenyiova et al. (2018) concluded that SHR developed adaptative vasoactive 

mechanisms leading to a preserved NOS activity level. Our results are in agreement with this 

hypothesis since immunohistochemical analysis for the determination of eNOS expression level 

and cGMP assays in the thoracic aorta did not reveal any difference between the different 

groups. SNP-induced vasorelaxation remained unchanged between the 3 groups indicating that 

smooth muscle response to NO was not altered. 

Taken together, these results suggest that impaired insulin-stimulated vasorelaxation may be an 

early feature of endothelial dysfunction that precedes impaired response to acetylcholine and 

vascular wall damage. Furthermore, it has been widely documented that resistance arteries 

played  an important role in the regulation of blood pressure in SHR (Yu et al. 2016). Thus, 

further studies are needed to assess changes in reactivity of resistance arteries during metabolic 

syndrome. 

Otherwise, we also investigated the cardiac β- adrenoceptor responsiveness of control group, 

CD-fed group and CD-fed group treated with BAY 41-2272 on isolated perfused hearts 

according to the Langendorff method. Our study showed a significant attenuation of the positive 

inotropic effect after β-adrenoceptor stimulation in CD-fed group in comparison with the 

control one. As previously mentioned, metabolic syndrome is generally associated with high-

adrenergic tone which can lead to β-adrenoceptor downregulation. Downregulation of β-1/ β-2 

adrenoceptors have already been reported in animal models of metabolic syndrome (Jiang et al. 
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2015). According to other studies, this downregulation is accompanied by a significant increase 

in β-3 adrenoceptor expression which shows a relative resistance to desensitization (Mongillo 

et al. 2006). However, these findings are inconsistent with those of Lima-Leopoldo et al. (2011) 

who showed that decreased positive inotropic effect of β-adrenoceptor stimulation was not due 

to β-adrenoceptor downregulation but to impaired calcium handling. Further studies are needed 

to better understand the underlying mechanisms of cardiac inotropy alteration during metabolic 

syndrome. On the other hand, chronic treatment with BAY 41-2272 significantly improved β- 

adrenoceptor responsiveness compared to CD-fed group. BAY 41-2272-induced increase in 

cGMP levels has been shown to modulate β-adrenoceptor stimulated cAMP (Mongillo et al. 

2006). Moreover, it has been also shown that increasing levels of cGMP suppress cAMP 

hydrolysis rate by phosphodiesterase 1,2 and 3, resulting in amplified cAMP signalling (Zhao, 

et al. 2015; Adderley et al. 2012). Thus, BAY 41-2272 would have improved β- adrenergic 

responsiveness probably indirectly through a mechanism that involves isoenzymes 

phosphodiesterase regulation.  

In conclusion, the present study showed that long-term treatment with BAY 41-2272 improved 

metabolic disorders and restored cardiac and aortic contractility probably by different 

mechanisms other than direct cGMP activation. These findings suggest that BAY 41-2272 

could be a potential therapeutic mean to prevent cardiovascular alterations associated to 

metabolic syndrome. 
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Figures and legends 

Fig 1: Follow up body weight gain (A) and abdominal circumference (B) during the 12 

weeks of CD or standard diet. Compared to control group, CD-fed group had a higher weight 

gain and an increased abdominal circumference. Data are expressed as mean ±SEM. *p<0.05 

compared with the Control group by LME model. 

Fig 2: Effects of CD feeding and BAY 41-2272 chronic treatment on (A) Systolic arterial 

blood pressure and (B) Diastolic arterial blood pressure. After CD feeding, both systolic 

and diastolic arterial blood pressures further increased in comparison with control rats but 

significantly decreased after long-term treatment with BAY 41-2272. Data are presented as 

mean ±SEM. ‘*’ and ‘**’ indicate a significant difference (p<0.05 and p<0.01 respectively Vs 

CD group). 

Fig 3: Intraperitoneal glucose tolerance test performed at the end of experimental 

protocol in all groups. AUC were calculated using Graph Pad Prism Version 5. *p<0.05 Vs 

CD 

Fig 4: Effect of BAY 41-2272 chronic treatment on cardiac reactivity. Cardiac inotropy 

determined by LVDevP (A) and coronary vasodilation evaluated using coronary perfusion 

pressure variation (B). Chronic treatment with BAY 41-2272 significantly improved both 

cardiac contractility and coronary vasodilation in CD-fed rats. Values are expressed as mean 

±SEM. Comparison was performed using LME model. (A) *p<0.001 Vs CD. (B) *p<0.05 Vs 

CD, **p<0.001 Vs CD. 

 Fig 5: Cumulative-concentration response curve to phenylephrine in thoracic aortic 

rings. (A) in the absence of aminoguanidine. (B) in the presence of aminoguanidine. Data are 

expressed as mean ±SEM. Comparison was performed using a NLME model. (A) *p<0.001Vs 

CD. (B) *p<0.001 Vs CD 

Fig 6: Cumulative-concentration response curve to insulin in thoracic aortic rings. (A) in 

the absence of BQ-123, (B) in the presence of BQ-123. Data are presented as mean ±SEM. 

comparison was performed using LME model. (A) *p<0.05 Vs CD. (B) *p<0.01 Vs CD 

Fig 7: Evaluation of dependent and independent endothelium vasorelaxation. (A) 

cumulative-concentration response curves to acetylcholine. (B) cumulative concentration 

response curves to SNP. Data are expressed as mean ±SEM compared using NLME model. 
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Fig 8: Evaluation of iNOS expression (A) and eNOS expression (B) in thoracic aorta. 

Control group (n = 4), CD-fed group (n = 3) and CD-fed group treated with BAY 41-2272 

(n=3). Values were represented as mean ± SEM of mean fluorescence intensity (U.I.). *p<0.05 

Vs control group determined by nonparametric Mann-Whitney test. 
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Fig 2A 
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Fig 3 
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Fig 4A 
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Fig 5A 
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Fig 6A 
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Fig 7A 
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Fig 8A 
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Abstract  

Introduction  

Mirabegron is the first β3-adrenoceptor agonist drug that is approved for the management of 

overactive bladder. It has also been recently introduced as a potential therapeutic mean for 

obesity. However, it effects on cardiovascular function of spontaneously hypertensive rats 

(SHR) with metabolic syndrome are not well known so far. 

Objective 

The aim of this study is to investigate the effects of 12 weeks administration of mirabegron 

(5mg/kg) on metabolic and cardiovascular profiles of cafeteria diet (CD)-fed SHR. 

Method 

Eight-week old male SHR were randomly divided into 3 groups: Control group, CD-fed group 

and CD-fed group receiving a daily oral dose of mirabegron (5mg/Kg) for 12 weeks. A follow-

up of the body weight gain and the abdominal circumference was carried out weekly. 

Measurements of arterial blood pressure and glucose tolerance test were also performed. At the 

12th week  of the experimental protocol, cumulative-concentration curves were determined on 

isolated perfused heart [isoproterenol (0.1nM - 1µM)] and on thoracic aorta [phenylephrine 

(1nM – 10 µM), acetylcholine (1nM – 10 µM), insulin (1nM – 3µM) and sodium nitroprusside 

(SNP) (0.1nM – 0.1µM)]. cGMP assays and immunohistochemical analysis were performed on 

thoracic aorta samples. 

Results  

We showed that 12 weeks of CD feeding induced the typical signs of the metabolic syndrome 

in CD-fed group including abdominal obesity, hypertriglyceridemia, arterial hypertension and 

glucose intolerance. These metabolic alterations were associated with a decrease in β-

adrenoceptor-induced cardiac inotropy and coronary vasodilation, a reduced vasoconstrictive 

response to phenylephrine and a reduced insulin-induced relaxation of thoracic aorta. Chronic 

treatment with mirabegron improved arterial pressure and glucose tolerance and tended to 

reduce excessive weight gain. Moreover, mirabegron significantly restored cardiac contractility 

and tended to enhance insulin-mediated vasorelaxation. However, no difference in 

acetylcholine or SNP-induced vasorelaxation was detected between the different groups. 

Similarly, neither the cGMP nor the immunohistochemical analysis showed any difference 

between the 3 groups. 
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Conclusion 

The main results showed protective cardiovascular effects of mirabegron, making β3- 

adrenoceptor activation a promising option to consider during metabolic syndrome.  

Key words: metabolic syndrome, Cafeteria diet, SHR, β3- adrenoceptor, cardiovascular 

reactivity  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
131 

Introduction 

Nowadays, cardiovascular disease is the most common cause of morbidity and mortality 

worldwide (Said et al. 2016). The metabolic syndrome has been widely described as closely 

related to risks of developing cardiovascular diseases and type 2 diabetes (Grundy et al. 2004). 

It is defined as a cluster of metabolic abnormalities that include hypertension, central obesity, 

insulin resistance, glucose intolerance and dyslipidaemia (Rochlani et al. 2017).  In addition to 

genetic and environmental factors, sedentary lifestyle and extra caloric intake play a crucial role 

in the onset of the metabolic syndrome and associated alterations (Samson and Garber 2014). 

To date, mechanisms of the underlying pathophysiology of metabolic syndrome are not well 

elucidated yet. However, several hypothesized mechanisms have been postulated and the most 

accepted are central obesity and insulin resistance (McCracken et al. 2018). The visceral fat 

component of abdominal obesity contributes not only to insulin resistance but further promotes 

dyslipidaemia through the release of nonesterified free fatty acids from adipose tissue (Sherling 

et al. 2017). Impaired nitric oxide (NO)-soluble guanylate cyclase (sGC) and cyclic guanosine 

monophosphate (cGMP) has been implicated int the pathogenesis of vascular dysfunction 

associated with metabolic syndrome (Goulopoulou et al. 2015). Efforts to directly target this 

signalling pathway have led to the development of β3-adrenoceptor agonists. β3-adrenoceptor 

has been recently identified in cardiac myocytes and endothelial cells from human and other 

animal species where its activation increases the production of NO and intracellular cGMP 

through activation of NOS pathway (Gauthier et al. 1998a; Balligand 2016). Moreover, Mallem 

et al. (2004) showed an up regulation of β3-adrenoceptors in SHR. Recently, insulin sensitizing 

effects and improved glucose tolerance have also been reported in high-fat diet-induced obese 

mice treated with mirabegron (Hao et al. 2019a). This suggests beneficial metabolic effects of 

mirabegron during obesity. Furthermore, it has been shown that β3-adrenoceptor activation 

increases lipolysis in white adipose tissue and increases thermogenesis in brown adipose tissue 

contributing to prevent the development and severity of obesity and type II diabetes (Dehvari 

et al. 2018). However, to date, no β3-adrenoceptor agonist has passed beyond phase 2 clinical 

trials for the treatment of metabolic disorders. 

Mirabegron is the first β3-adrenoceptor agonist to have received approval for use in overactive 

bladder syndrome (Wu et al. 2014). From these findings, mirabegron is proposed as an 

attractive therapeutic approach for metabolic syndrome related diseases. However, to the best 

of our knowledge, cardiovascular effects of chronic treatment with mirabegron in animal 

models of metabolic syndrome have not been studied so far.  
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Thus, the aim of this study is to investigate the metabolic and cardiovascular effects of long-

term treatment with mirabegron in CD-fed SHR.                                                                                                                                                                               

Materials and methods 

Animals  

Whole experimental project was approved by local ethics committee for animal 

experimentation and was conducted in compliance with Institutional Guidelines for the ethical 

care of animals of Pays de la Loire, France (APAFIS N° 6445). 

Eight-week old male spontaneously hypertensive rats (SHR) obtained from Janvier Labs (Le 

Genest St Isle, France), were used for this study. All rats were housed under a 12-hour light/dark 

cycle, at a controlled temperature (22°C) and humidity (50%). Rats were fed with a standard 

chow diet containing 4.5% total fat, 54.2% carbohydrates and 18.5% protein (KLIBA 

NAFAG®, Kaiseraugst, Germany) with free access to water for 12 weeks. All the animals were 

acclimatized for at least one week before any experiment. 

Feeding protocols 

Rats were randomly divided into 3 groups: Control chow diet-fed rats, Cafeteria diet (CD)-fed 

rats and CD-fed rats treated daily with mirabegron (5mg/kg) per os for 12 weeks.  

CD feeding included 6 different commercial varieties of chocolate, cookie candies and cereal 

bars consisting of 68.3% energy from carbohydrates, 5.83% from protein and 18.2% from total 

fat. The delivered foods were changed every day to promote hyperphagia and generate obesity. 

During the experimental protocol, a follow-up of the body weight and of the abdominal 

circumference was carried out weekly. 

Systolic and diastolic blood pressures assessment  

Systolic (SBP) and diastolic (DBP) blood pressures were assessed in awake rats by tail 

plethysmography (CODA, Kent Scientific Co., Torrington, CT, USA). All animals passed 

through an adaptation period of one week before the protocol onset. 

At least 10 consecutive pressure measurements were needed to obtain a representative value of 

SBP and DBP for each rat. 

Glucose tolerance test 

At the end of the experimental protocol, a glucose tolerance test was performed in overnight-

fasted rats (intraperitoneal administration). 
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A lidocaine application was performed before starting the test in order to anaesthetize the tail 

vein sampling site. 

Blood samples were obtained at 0, 15, 30, 45, 60 and 90 min from tail vein after glucose 

injection (1g/Kg). Glucose levels were measured using a glucometer (Pura ®). The area under 

the curve (AUC) was calculated using Prism software (GraphPad Prism 5.0). 

Biochemical analysis 

A rat insulin ELISA kit (Thermo Fisher Scientific, France) was used to determine insulin levels. 

Plasma triglycerides and cholesterol levels were measured using an automatic biochemical 

analyser in the Veterinary University Hospital Center of Oniris, Nantes, France.  

Ex vivo cardiac function 

At the 12th week, rats were anaesthetized with sodium pentobarbital (54mg/kg i.p) and 

sacrificed by exsanguination of abdominal aorta.  

Hearts were immediately isolated and immersed in a cold Krebs-Henseleit buffer previously 

filtered (0.2 µm filter funnel) and oxygenated with 95% O2- 5% CO2 gas mixture. Krebs-

Henseleit buffer composition in mM is: NaCl, 118.3; KCL, 4.7; MgSO4, 1.2; KH2PO4, 1.2; 

NaHCO3, 20; EDTA, 0.016; Glucose, 11.1 and CaCl2, 2.5; pH 7.4. The aortic canula was 

connected  to the Langendorff  system in order to allow a retrograde perfusion at a constant 

flow rate of 12 ml/min according to the Langendorff method (Skrzypiec-Spring et al. 2007). 

Left ventricular contractility was assessed by analysing left ventricular developed pressure 

(LVDevP). For that purpose, a water-filled latex balloon was inserted into the left ventricle 

through the mitral valve and connected to a pressure transducer. LVDevP was calculated as the 

difference between left ventricular systolic pressure and left ventricular end-diastolic pressure. 

Coronary vasodilation was determined by perfusion pressure variation. Haemodynamic 

measurements performed during the study included the peak left ventricular developed pressure 

and coronary flow rate. Each parameter was recorded before and after the addition of increasing 

concentrations of isoproterenol (1nM - 1µM) and analysed by LabChart® Pro software (V7, 

ADInstruments, France). 

Vascular reactivity studies 

Immediately after the sacrifice, thoracic aorta was removed and placed in ice-cold Krebs-

Henseleit solution. The aorta was then dissected and cut into rings (2-3 mm long). Aortic rings 

were mounted in a 10 ml organ bath system containing a Krebs-Henseleit solution heated to 
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37°C and continuously oxygenated with a 95% O2 and 5% CO2 gas mixture. Isometric tension 

was detected using a force displacement transducer (EMKA Technologies, Paris, France) and 

recorded by data acquisition software (iOX, Paris, France) as previously described (Sauvaget 

et al. 2010). 

Briefly, the viability of the endothelium was firstly verified through the relaxation of the aortic 

rings by at least 60% after acetylcholine addition (1µM). 

Cumulative concentration-response curves (CCRCs) to phenylephrine (1nM-10µM), 

acetylcholine (1nM-10µM), insulin (1nM- 3µM) and sodium nitroprusside (a nitric oxide 

donor, 10 nM-0.3 µM) were then constructed in thoracic aortic rings isolated from the different 

groups. Values were expressed as the percentage relaxation of the phenylephrine-induced 

precontraction. 

cGMP levels in thoracic aorta  

Isolated thoracic aorta was frozen in liquid nitrogen to avoid cGMP degradation and was kept 

at -80°C. The samples were then treated with 6% cold trichloroacetic acid and centrifuged at 

1500g for 10 min at 4°C.  

The supernatant fractions were extracted three times with water saturated diethyl ether (5 

volumes of diethyl ether to 1 volume of supernatant). Residual diethyl ether was evaporated by 

heating samples to 70°C for 5 min. The dried extract was dissolved in an assay buffer and the 

cGMP concentrations were measured calorimetrically using an immunoenzymatique assay kit 

(Cayman Chemical Company). Absorbance was read on a spectrophotometer at 405nm. The 

mean value was calculated from duplicate measurements of each sample and normalized to total 

cell protein levels previously measured using a protein assay reagent kit (micro BCA-Pierce) 

(Kanso et al. 2014). 

Immunofluorescence for eNOS quantification   

Thoracic aorta rings were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 4 hours at 4°C. After 3 

washings in PBS, the aortic rings were incubated in PBS containing 20% sucrose for one night. 

Then, they were embedded in tissue Tek OCT medium (Sakura, USA) and frozen by immersion 

in liquid isopentane and conserved at -80°C. Frozen section (10 µm) were permeabilized with 

0.5 % Triton 100X in PBS  for 5min and treated with a PBS solution containing 0.5% Triton 

100X and 2% bovine serum albumin (BSA) for 1 hour to block the nonspecific antigen binding.  
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Sections were then incubated in the blocking buffer with a mice monoclonal antibody against 

eNOS (1 :1000, Abcam, Cambridge, United Kingdom) for one night. After 5 washings of 3 min 

each in PBS, the sections were incubated with secondary antibody, AlexaFluor 647 donkey  

anti- mice IgG (1 :300, life Technologies, Saint Aubin, France) or AlexaFluor 555- conjugated 

donkey anti-rabbit (1 :300, life Technologies, Saint Aubin, France) for 1 hour at room 

temperature. Slides were mounted in Mowiol (Calbiocgem, San Diego, CA, USA). The 

immunolabeled sections were scanned using the helium neon laser (448 nm) to observe elastic 

lamina autofluorescence, and the helium neon laser 633 nm to observe AlexaFluor 647 (eNOS 

immunolabeling). Acquisitions were performed using a spectral confocal microscope (Zeiss 

LSM 780, Zeiss, France). Image analysis were performed to evaluate eNOS expression level in 

the thoracic aorta of all rats by using Fiji Software. Fluorescence Mean Intensity (FMI) values 

were acquired from 5 different fields of immunolabeled thoracic aorta sections in each 

condition. The same threshold was used to measure the sum intensity fluorescence of eNOS 

immunolabelling in each section. Finally, the MFI was reported to total area of analysed section. 

Drugs 

Sodium pentobarbital solution was purchased from Ceva, Libourne, France. Phenylephrine 

hydrochloride, acetylcholine chloride, sodium nitroprusside, human insulin and isoproterenol 

were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Quentin-Fallavier, France). Mirabegron 

(BETMIGA®) is a human medicine.  

All drugs were prepared as stock solutions in distilled water except for insulin, which was 

dissolved in 0.01M hydrochloric acid.   

Statistical analysis 

All the results were expressed as a means ± SEM of n experiments where n represents the 

number of rats.  

Data of body weight, abdominal circumference and arterial blood pressure were compared 

using a linear mixed effect (LME) model on R software.  

Data of blood parameters (insulin, glucose, triglyceride and cholesterol), cGMP levels and the 

AUC were compared between groups using One-way ANOVA. When a significant effect was 

found, post hoc multiple comparisons were made using Tukey’s post-hoc analysis.  

For the immunofluorescence analysis, differences were determined using nonparametric Mann-

Whitney test. 
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CCRCs to acetylcholine, phenylephrine, SNP and their parameters (maximum effect: Emax, 

negative logarithm of the concentration producing 50% of the maximum effect : pD2) were 

analysed using a non-linear mixed effect (NLME) model using R software (Thorin et al. 2010). 

CCRCs to insulin and isoproterenol were analysed using a linear mixed effect (LME) model 

using R software. 

All graphs were performed on Graph Pad Prism ® software version 5.0. 

Results  

General parameters 

As shown in Fig 1, the increases of the body weight gain (248.0 ±33.6 g in CD-fed group, 144.0 

± 20.0 g in control group) and the abdominal circumference (18.07 ± 0.68 cm in CD-fed group, 

15.48 ± 0.30 cm in control group) were significantly higher in the CD-fed group compared to 

the control group (p<0.05).  

 

A                                                                                             B 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fig 1: General parameters assessment: Body weight gain (A) and abdominal 

circumference (B) during the 12 weeks of CD or standard diet. Data are expressed as mean 

±SEM. *p<0.05 compared with the Control group by LME model.  

There is no significant difference in the body weight gain between CD-fed group and CD-fed 
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248.0 ± 33.6 g in CD-fed group) despite the tendency to decrease weight gain in the group 

treated with mirabegron (Fig 1). 

CD feeding increased significantly SBP of CD-fed rats compared to their littermates assigned 

to the standard chow diet-fed group (180.0 ± 2.6 mmHg vs 164.4 ± 2.2 mmHg, p<0.05) (Fig 

2A). Similar results were observed for DBP (Fig 2B). Mirabegron long-term treatment lowered 

significantly arterial blood pressure to the control values (161.9 ± 3.0 mmHg vs. 180.0 ± 2.6 

mmHg, p<0.05 SBP in mirabegron-treated group and CD-fed group respectively) (Fig 2). 

However, there is no significant difference between control group and CD-fed group treated 

with mirabegron. 
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Fig 2: Effects of CD feeding and mirabegron chronic treatment on (A) Systolic arterial 

blood pressure and (B) Diastolic arterial blood pressure. CD feeding promoted the increase 

in both SBP and DBP compared to rats fed with standard chow diet. Chronic treatment with 

mirabegron decreased the arterial blood pressure to the control values. Data are presented as 

mean ±SEM. ‘*’ indicates a significant difference (p<0.05 vs Control group and CD-fed group 

treated with mirabegron).  

Feeding SHR with CD resulted in increased triglycerides concentration compared to standard 

chow diet (p<0.001). A strong correlation between body weight gain and blood levels of 

triglycerides is noted. However, total cholesterol level was lower in the CD-fed group when 

compared to the control one. Otherwise, there were no significant differences in blood glucose 
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and insulin levels between the 2 groups. Long-term treatment of CD-fed rats with mirabegron 

did not reduce hypertriglyceridemia but tended to reduce fasted insulin level compared to the 

CD-fed group. 

Table 1 : Blood analysis 

Parameters Control CD CD + mirabegron 

Triglycerides (g/l) 0.79 ± 0.08 1.338 ± 0.16 *** 1.29 ± 0.11 

Total cholesterol (g/l) 0.83 ± 0.09 0.62 ± 0.057 * 0.73 ± 0.02 

Insulin (µUI/ml) 9.21 ± 1.32 11.83 ± 2.52 7.77 ± 2.06 

Glucose (mg/dl) 103.60 ± 2.48 107.30 ± 4.52 100.80 ± 2.62 

Fasting blood glucose, insulin, total cholesterol and triglycerides levels measured at the end of 

experimental protocol. Values are expressed as means ± SEM (*p<0.05, ***p<0.001 vs Control 

group, one-way ANOVA, followed by Tukey multiple comparison test). 

Intraperitoneal Glucose tolerance test 

Glucose tolerance was tested by intraperitoneal injection of glucose (1g/Kg) to all groups. 

Fasted glycemia was not statistically different between the 3 groups. However, intraperitoneal 

injection of glucose increased the blood glucose level more significantly in the CD-fed group 

than in the control group (Fig 3). Chronic treatment with mirabegron improved glucose 

tolerance as shown in Fig 3. There was a significant reduction in glucose blood level at the time 

point of 30 min after glucose injection compared to CD-fed rats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 3: Intraperitoneal glucose tolerance test performed at the end of experimental 

protocol in all groups. AUC were calculated using Graph Pad Prism Version 5. *p<0.05  
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Ex vivo cardiac function  

To investigate cardiac effects of chronic treatment with mirabegron, isolated perfused hearts 

from all groups were used according to Langendorff method. Table 2 shows basal left 

ventricular developed pressure (LVDevP) and coronary perfusion pressure.  At baseline, these 

2 parameters were statistically not different between the 3 groups.  

Table 2: Basal function of isolated heart  

 Control CD CD + mirabegron 

LVDevP (mmHg) 77.00 ± 8.22 60.55 ± 3.27 78.00 ± 5.87 

Coronary perfusion pressure 

(mmHg) 

25.88 ± 1.40 23.73 ± 3.29 25.50 ± 5.5 

The hearts were perfused with oxygenated Krebs-Henseleit solution. LVDevP, Left ventricular 

developed pressure. Values are means ± SEM. 

Isoproterenol was used to test whether metabolic syndrome could alter the myocardial response 

to inotropic interventions. Isoproterenol addition increased both LVDevP and coronary 

vasodilation in all groups (Fig 4). However, isoproterenol effects were significantly decreased 

in CD-fed group compared to control group (p<0.001).  

Thus, in our rat model of metabolic syndrome, we showed a reduced inotropic response to β-

adrenoceptors stimulation and a preserved basal cardiac function. This result suggests an 

impairment of the β-adrenoceptors-mediated positive inotropic response in this model. Long-

term treatment with mirabegron significantly enhanced LV contractility compared to CD-fed 

rats (p<0.01) (Fig 4A) indicating an improvement in the β-adrenoceptors-induced positive 

inotropic response in mirabegron-treated rats. Similarly, chronic treatment with mirabegron 

slightly improved isoproterenol-induced coronary vasodilation compared to CD-fed rats 

(p<0.05) (Fig 4B). Taken together, these results show an improvement in cardiac β-

adrenoceptor-mediated function following in vivo chronic mirabegron administration. 
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Fig 4: Effect of mirabegron chronic treatment on: (A) Cardiac inotropy determined by 

LVDevP and (B) Coronary vasodilation determined via coronary perfusion pressure variation. 

Chronic treatment with mirabegron significantly improved cardiac contractility and slightly 

enhanced coronary vasodilation in CD-fed rats. Values are expressed as means ± SEM. 

Comparison was performed using LME model. (A) *p<0.01, **p<0.001 vs CD-fed group. (B) 

*p<0.05 vs control group and CD-fed group treated with mirabegron. 

Vascular reactivity measurements 

The effects of long-term treatment with mirabegron on vascular reactivity was evaluated ex vivo 

using aortic rings isolated from all groups, after 12 weeks of CD feeding. Phenylephrine 

induced a concentration-dependent contraction in aorta rings from all rats. The phenylephrine-

induced maximal contractile response (Emax) was significantly reduced in CD-fed group when 

compared to the control one (p<0.001) (Fig 5, Table 3).  However, long-term treatment with 

mirabegron did not restore the maximal contractile force induced by phenylephrine in aortic 

rings isolated from CD-fed rats (Fig 5, Table 3), but it enhanced aortic rings sensitivity indicated 

by a higher pD2 in CD-fed group treated with mirabegron. 

 

 

 

 

-10 -9 -8 -7 -6 -5

0

5

10

15

Control (n=6) 
CD (n= 6)
CD + Mirabegron (n= 6)

log [isoproterenol] (M)

V
a
ri

a
ti
o

n
 i
n

 p
e
rf

u
s
io

n
 p

re
s
s
u

re
 

 (
m

m
H

g
)

-10 -9 -8 -7 -6 -5

0

50

100

150

200 Control (n=6) 
CD (n= 6)
CD + Mirabegron  (n= 6)

log [isoproterenol] (M)

V
a
ri

a
ti
o

n
 i
n

 L
V

D
e
v
P

 (
m

m
H

g
)

** 

* 

* 



 

 
141 

Table 3: pD2 and Emax of phenylephrine responses in aortic rings  

 Control CD CD + Mirabegron 

Emax (g) 4.15 ± 0.07 3.77 ± 0.08* 3.88 ± 0.10 

pD2 7.26 ± 0.04 7.29 ± 0.05 7.64 ± 0.05 $ 

Values are means ± SEM. *p<0.001 vs. control group for Emax, $ p<0.001 vs. CD for pD2 by 

NLME model. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 5: Cumulative-concentration response curve to phenylephrine in thoracic aortic rings. 

Data are expressed as means ± SEM. Comparison was performed using a NLME model. 

*p<0.001 vs CD group for Emax, $ p<0.001 vs CD group for pD2.  

Acetylcholine, insulin and SNP-mediated vasorelaxations 

Aorta ring was precontracted with phenylephrine (1µm) and endothelium-dependent 

vasorelaxation was tested by addition of increasing concentrations of acetylcholine. The 

maximum relaxing effect of acetylcholine was not different between aortic rings from CD-fed 

rats and control rats. This result indicates that endothelial function is not altered in our model 

of metabolic syndrome. Similarly, no significant difference was observed between CD-fed 

untreated and treated rats (Emax =79.80 ± 3.16 g vs 74.97 ± 4.35 g for CD-fed rats and CD-fed 

rats treated with mirabegron respectively) (Fig 6A). 

In order to evaluate whether the endothelium-dependent vasorelaxation to insulin is altered by 

chronic CD feeding, CCRC to insulin were constructed on precontracted-aortic rings with 
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phenylephrine. The maximal relaxation to insulin was significantly higher in control group than 

in CD-fed group (p<0.05) (Fig 6B). Our previous studies showed that pretreatment of CD-fed 

group aortic ring with an endothelin-1(ET-1) receptor blocker, significantly increased the 

relaxant effect of insulin. These observations suggest that the altered relaxation to insulin during 

metabolic syndrome may involve the ET-1-mediated signalling pathway. However, insulin-

mediated vasorelaxation was slightly improved (not significant) in CD-fed rats treated with 

mirabegron (Fig 6B). 

In addition, we also evaluated the endothelium-independent vasorelaxation, using the NO 

donor, SNP. There was no significant difference in SNP-induced vasorelaxation between the 3 

groups (Fig 6C). 
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Fig 6: Endothelial response to Acetylcholine (A), Insulin (B) and SNP (C). Data are 

presented as means ± SEM. Comparison was performed using LME model. (A) *p <0.05 vs 

Control. 

Determination of intracellular cGMP levels in thoracic aorta 

As shown in Table 4, there was no significant difference in thoracic aorta cGMP content 

between CD-fed group and control group.  

Table 4: Intracellular levels of cGMP measured in thoracic aorta 

 Control CD CD + mirabegron 

cGMP (pmol/mg 

protein) 

1.20 ± 0.23 0.89 ± 0 .12 0.56 ± 0.17 

Results are expressed as mean ± SEM  

Quantification of eNOS and iNOS expression in thoracic aorta  

eNOS expression in thoracic aorta was investigated to assess whether it was modified under 

metabolic syndrome condition or after chronic treatment with mirabegron (Fig 7). No 

significant difference was observed in endothelial expression of eNOS between the 3 groups. 

These results are consistent with those of the ex vivo study. 
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Fig 7: Evaluation of eNOS expression in thoracic aorta. Control group (n = 4), CD-fed group 

(n = 3) and CD-fed group treated with Mirabegron (n=3). Values were represented as means ± 

SEM of mean fluorescence intensity (U.I.).  

Discussion 

Our study showed that chronic CD feeding induced abdominal obesity, glucose intolerance, 

hypertriglyceridemia and arterial hypertension.  

In the current study, we demonstrated that oral mirabegron treatment for 12 weeks (5mg/Kg) 

tended to reduce excessive weight gain and visceral obesity induced by chronic CD feeding in 

SHR. These results are consistent with previous studies showing that mirabegron treatment 

reduced body weight and fat mass in high fat diet-fed mice (Hao et al. 2019b). Another study 

conducted by Calmasini et al. (2017) showed that oral administration of mirabegron 

(10mg/kg/day) for 2 weeks decreased epididymal fat by 34% in obese C57BL/6 mice. β3-

adrenoceptors have been described to be widely expressed in brown and white adipose tissues 

in humans and rodents (Virtanen et al. 2009). Stimulation of brown adipose tissue by 

mirabegron has been shown to produce heat and to increase energy expenditure through the 

mitochondrial transmembrane protein, uncoupling protein-1 (UCP-1) which dissipates the 

energy generated during oxidative phosphorylation into heat (Kim et al. 2014). According to 

Hainer (2016), mirabegron treatment increases fatty acid oxidation and contributes to depletion 

of fats stores and preservation of lean body mass. Consequently, mirabegron-induced increasing 

brown adipose tissue function may offset the positive energy balance associated with 

overnutrition to prevent obesity onset. 

collectively, the findings support the view that mirabegron could a potential therapeutic option 

for the management of obesity 
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In the current study, we showed that chronic treatment with mirabegron significantly improved 

glucose tolerance and slightly reduced hyperinsulinemia compared to CD-fed rats. It’s still not 

well known how mirabegron acts to maintain glucose homeostasis during obesity and metabolic 

syndrome. We hypothesized that reduction of body weight and abdominal fat may contribute 

to improved glucose tolerance and enhanced insulin sensitivity. Furthermore, increasing 

evidence suggests that the beneficial effects of brown adipose tissue could involve  an 

unrecognized endocrine role through the release of endocrine factors (Villarroya et al. 2013). 

Thus, the antidiabetic effect of mirabegron could be well due to the release of adipokines from 

brown adipose tissue. Further studies are needed to investigate these mechanisms. 

Our results also showed that CD-fed rats exhibited impaired vasoconstrictor response to the α1-

adrenoceptor agonist phenylephrine, developing a lower maximal force of contraction 

compared with standard chow diet-fed group. A similar response has been previously reported 

in thoracic aortic rings of obese Zucker rat, another animal model of metabolic syndrome 

(Oltman et al. 2006; Vendrame et al. 2014). One of the possible explanations for the vascular 

hyporesponsiveness to phenylephrine in the CD-fed group is α1-adrenoceptor desensitization 

due likely to chronically higher sympathetic activity in this group. Many studies of obesity-

induced arterial hypertension have documented elevated sympathetic vasomotor tone in 

comparison to standard chow diet in rats (Schreihofer et al. 2005). Increased sympathetic 

activity has been shown to induce α1-adrenoceptor desensitization (Charkoudian et al. 2006). 

However, the mechanisms involved in this desensitization remain unknown. We found that 

chronic treatment with mirabegron increased the potency of the phenylephrine-induced 

vasoconstriction in treated rats compared to CD-fed rats without impacting the maximal force 

of contraction. β3-adrenoceptor agonists have been seen to produce relaxation in rat thoracic 

aorta through an NOS pathway activation (Trochu et al. 1999). However, in addition to its major 

β3-adrenoceptor agonism promoting vasorelaxation (Gauthier et al. 1998b), mirabegron 

exhibits selective α1D-adreneroceptor antagonism (Alexandre et al. 2016). Therefore, we 

hypothesized that chronic α1D-adreneroceptor blockade in vivo would have augmented α1-

adreneroceptors and prevented their desensitization.  

Mirabegron is known to produce peripheral vasodilation, our results showed that long-term 

administration of mirabegron induced a reduction in both SBP and DBP compared to CD-fed 

rats but showed no difference with control SHR. This could be explained by the fact that 

mirabegron- induced vasodilation resulted in the activation of the baroreflex in order to 

maintain vascular homeostasis. Moreover, it has been demonstrated that mirabegron might 
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increase blood pressure through atrial tissue contractility and Ca2+ current (Chen et al. 2018). 

Furthermore Mo et al. (2017) showed that mirabegron increases human atrial force through β1-

adrenoceptors activation.  

In the current study, there was no change in the acetylcholine-induced vasorelaxation in CD-

fed group compared to the control group. This result contrasts with previous studies describing 

impaired endothelium-dependent relaxation in SHR (Nakagami et al. 2014; Teixeira-da-Silva 

et al. 2019). However it is consistent with a study conducted by Lyoussi et al. (2018) who 

showed unaltered endothelium-dependent and NO-dependent relaxation in a rat model of 

metabolic syndrome. It could not be ruled out that the production of NO in the SHR might be 

enhanced to compensate increased blood pressure (Török 2008). Ours results support this 

hypothesis since cGMP analysis performed on thoracic aortas were not statistically different 

between the 3 groups. Similarly, eNOS expression quantification in thoracic aorta remained 

unchanged between the 3 groups 

Insulin-induced vasorelaxation in both human and animal has been attributed to its ability to 

stimulate NO generation from endothelial cells. Insulin stimulates the production of the 

vasodilator NO through phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K/Akt) signalling. 

Independently of insulin receptor substrate phosphorylation, insulin also stimulates the 

production of the vasoconstrictor endothelin-1 (ET-1) through Ras-ERK/mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) signalling (Olver et al. 2017). In our study, the vasorelaxant effect of 

insulin was significantly reduced in aorta from CD-fed rats compared to controls. This 

observation agrees with reports that attenuated insulin-stimulated vasodilation may be 

explained partially by an impaired PI3K- dependent NO production and an enhanced MAPK-

dependent ET-1 secretion (Potenza et al. 2005; Lyoussi et al. 2018). Our previous study 

supports this result since aortic rings pretreatment with an ET-1 receptor antagonist 

significantly improved the insulin-induced vasorelaxation in CD-fed group. Long-term 

treatment with mirabegron tended to increase vasorelaxation to insulin likely through enhanced 

NOS signalling and normalized vascular ET-1 and NO balance. 

Taken together, our findings suggest that the altered response to insulin may be an early 

indicator of vasomotor abnormalities that precedes endothelial dysfunction (determined by an 

altered response to acetylcholine) and that mirabegron treatment may be an effective mean to 

improve insulin resistance. 
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Concerning responses to β-adrenoceptor stimulation is isolated perfused hearts, the present 

study revealed that left ventricular contractility in response to stimulation with isoproterenol 

was significantly attenuated in the CD-fed group when compared to the control group. Reduced 

responsiveness to β-adrenoceptor stimulation has also been reported in other studies. However, 

the underlying mechanisms are not well understood yet. Several hypotheses seem plausible.  

The decrease in the positive inotropic effect of β-adrenoceptor stimulation could be related to 

β1-adrenoceptor down-regulation, to an altered coupling between receptors or to decreased 

cAMP production and sarcoplasmic reticular calcium uptake (Jiang et al. 2015; Lima-Leopoldo 

et al. 2011; Nevelsteen et al. 2013). Further studies are warranted to better understand the 

mechanisms involved. Activation of the NO pathway has been described to be related to an 

enhanced cardiovascular β-adrenergic responsiveness (Leosco et al. 2003). This observation is 

in line with our results. We showed that long-term treatment with mirabegron significantly 

improved both cardiac contractility and coronary vasodilation compared to CD-fed rats. It 

would be likely that long-term eNOS activation by mirabegron may counteract the impairment 

of cardiovascular function observed after CD feeding. 

In conclusion, the present study showed cardiometabolic protective effects of mirabegron long-

term-treatment during metabolic syndrome. These findings suggest that mirabegron could serve 

as a therapeutic option for the management of metabolic syndrome. 
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Résultats complémentaires : Etude des effets de  la modulation de la voie du 
GMPc sur la composition du microbiote intestinal des SHR avec un 
syndrome métabolique induit 

 
Introduction  

Le microbiote intestinal est aujourd’hui considéré comme un organe à part entière, qui joue un 

rôle clé dans le métabolisme énergétique de l’hôte. Il apparait de plus en plus comme un élément 

essentiel à notre organisme avec lequel il vit en symbiose (Delzenne and Cani 2008). La 

composition du microbiote intestinal n’est pas homogène le long du tractus digestif. En effet, 

elle est relativement discrète dans les deux premiers segments de l’intestin grêle où le transit 

est rapide. En revanche elle augmente fortement dans l’iléon pour atteindre des niveaux de 

populations cent fois supérieurs dans le côlon et le rectum (Leclerc et al. 2007). Quatre phylum 

bactériens majeurs (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria) sont présents 

dans le microbiote intestinal et représentent près de 95% de l’ensemble des bactéries (Landman 

and Quévrain 2016). Le microbiote intestinal est impliqué dans la maturation du système 

immunitaire et dans de nombreuses voies métaboliques fondamentales comme la fermentation 

des sucres et des protéines ainsi que le métabolisme des acides biliaires et des xénobiotiques. Il 

permet en outre, de contrôler le stockage adipocytaire des acides gras grâce à la protéine lipase 

(Gérard and Bernalier-Donadille 2007). Des approches de culture et plus récemment, la 

découverte du séquençage à haut débit ont permis de décrire plus précisément la structure, la 

diversité et la richesse du microbiote intestinal ainsi que son altération en pathologie (Landman 

and Quévrain 2016). 

Des modifications dans l’écosystème bactérien du microbiote intestinal ont été montrées 

comme fortement corrélées au développement des altérations métaboliques liées à l’obésité et 

au diabète de type 2 (Bibiloni et al. 2009). En effet, Turnbaugh et al. (2006) a montré que 

l’alimentation de souris conventionnelles mises à un régime de type occidental riches en lipides 

et en glucides induisait une augmentation du rapport caecal Firmicutes/Bacteroidetes qui 

devenait similaire à celui déterminé chez des souris obèses. D’autres données expérimentales 

ont montré que l’alimentation hyperlipidique entrainait une augmentation des taux 

plasmatiques de LPS qui contribuent à leur tour au développement de la résistance à l’insuline 

(Festi et al. 2014). Ainsi, ces observations ont conduit à l’émergence de nombreuses études 

visant à rétablir l’équilibre du microbiote intestinal dans le but de prévenir l’installation des 

altérations métaboliques comme l’obésité et les complications qui lui sont associées. 
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Cependant, à notre connaissance, les interactions entre la modulation de la voie du GMPc et la 

composition du microbiote intestinal n’ont jamais été étudiées jusqu’à présent. 

L’objectif de cette étude est de décrire les effets de la modulation chronique in vivo de la voie 

du GMPc sur la composition du microbiote intestinal des SHR avec un syndrome métabolique 

induit.  

Matériels et méthodes  

1. Animaux 

40 rats mâles de souche SHR âgés de 8 semaines, sont fournis par l’élevage Janvier Labs, Le 

Genest Sainte Isle. Tous les rats sont hébergés à raison de 1 rat par cage à l’animalerie Rongeurs 

groupe II, Oniris, avec un accès à l’eau et à la nourriture standard à volonté.  

Après une semaine d’acclimatation, les rats ont été séparés aléatoirement en 4 groupes : un 

groupe témoin, un groupe soumis au régime hypercalorique de type cafeteria diet (CD) pendant 

12 semaines. Les 2 derniers groupes ont été soumis au même régime et traités simultanément 

au BAY 41-2272 (5mg/kg/j) et au mirabegron (5mg/kg /j) respectivement par gavage gastrique 

pendant 12 semaines.  

2) Etude de la composition du microbiote intestinal 

2.1 Prélèvement de fèces 

A la fin du protocole expérimental, un prélèvement des échantillons fécaux a été réalisé 

quotidiennement à la même heure en plaçant les rats dans une cage préalablement nettoyée et 

désinfectée. Chaque rat a sa propre cage durant toute la durée de l’expérience. Les échantillons 

prélevés pour chaque rat (entre 4 et 11 crottes) sont divisés en deux tubes distincts à chaque 

prélèvement. L’un est destiné aux analyses HPLC et l’autre aux analyses de séquençage 16S. 

Les tubes sont conservés à -80°C. 

2.2 Analyse de la composition du microbiote fécal par séquençage 16S 

 Extraction d’ADN et PCR quantitative 

L’ADN génomique présent dans les fèces a été extrait selon le protocole publié par Godon et 

al. (1997) avec des modifications apportées par nos collaborateurs de l’équipe MIHA. 

L’intégrité et la concentration de l’ADN extrait ont été vérifiées par spectrophotométrie à l’aide 

du NanoDrop® et par électrophorèse sur gel d’agarose. La région V3-V4 a été amplifiée au 

cours de 30 cycles d’amplification à 65°C à partir de l’ADN extrait avec l’amorce directe F343 
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(CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG) et l’amorce anti-sens 

R784 (GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT). 

La taille théorique des amplicons est d’environ 510 pb. Les amplicons sont ensuite purifiés afin 

d’éliminer les amorces et d’autres amplifications non spécifiques. 

 Séquençage de l’ADNr 16S 

Les amplicons sont placés dans une plaque de 96 puits puis envoyés à la plateforme de 

séquençage « Génome et Transcriptome » (Get) de GenoToul (Toulouse, France). Le 

séquençage de l’AD Nr 16S est réalisé en utilisant les amorces suivantes : 

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAC (amorce direct) 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GTGACTGGAGTTCAGACGTGT (amorce 

anti-sens) pendant 12 cycles à l’aide de la technologie IlluminaMiseq®. 

 Analyses bio-informatiques 

Les séquences obtenues sont ensuite assignées à des OTUs (Operatinal Taxonomic Units) avec 

une identité de 97% à l’aide de l’outil Galaxy (Escudié et al. 2018). Chaque OTU obtenu est 

assigné à un phylum, une famille, un genre donné à l’aide de la base de données silva et du 

classificateur RDP (Wang et al. 2007). 

3. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques des données de séquençage 16S, ont été réalisées avec le logiciel R (R 

Core Team, 2019, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Le test statistique 

Mann Whitney est utilisé pour étudier la composition du microbiote fécal avec correction de la 

valeur de p suivant la méthode Benjamini et Hochberg (1995) pour les tests de comparaisons 

multiples. Les paramètres étudiés sont les différences d’abondance aux niveaux des phyla, 

familles et genres bactériens.  

Une valeur de p <0,05 est considérée comme  statistiquement significative. 
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Résultats 

1. Etude des effets à long terme du régime Cafeteria diet sur la composition du microbiote 

intestinal.  

La figure 1 représente la composition bactérienne à l’échelle phylum dans le groupe témoins et 

le groupe soumis au régime CD. Nous remarquons que les phyla des Firmicutes et des 

Bacteroidetes sont  les plus abondants dans les échantillons provenant des 2 groupes. Les pyla 

Actinobacteria et Proteobacteria sont d’abondance plus faible. Cependant, aucune différence 

significative dans le ratio Firmicutes/Bacteroidetes n’a été observée entre les 2 groupes. 

 

 

Figure 1 : Composition bactérienne à l’échelle phylum 

En revanche, l’analyse de la composition du microbiote intestinal par la méthode de séquençage 

16S a permis de mettre en évidence des modifications significatives entre les 2 groupes à 

l’échelle genre. Les résultats montrent  que les genre Prevotellaceae UCG-001 et Roseburia et 

Sellimonas sont significativement plus abondants dans le groupe des rats soumis au régime CD 

que dans le groupe témoin (*p<0,05 et **<0,01) (Figure2). 
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Figure 2 : Genres différentiellement abondants entre les groupes Témoin et CD 

2. Etude des effets de la modulation de la voie du GMPc sur la composition du microbiote 

intestinal de SHR avec syndrome métabolique induit 

2.1 Effets du traitement à long terme au BAY 41-2272  

L’analyse du microbiote intestinal des rats traités au BAY 41-2272 n’a pas montré de différence 

significative à l’échelle phylum avec le groupe soumis au régime CD et non traité. En revanche, 

les résultats obtenus ont montré que l’administration orale à long terme du BAY 41-2272 a 

significativement diminué l’abondance des genres Prevotellaceae UCG-001 et Roseburia 

pratiquement au même ordre de grandeur que chez les rats témoins (**p<0,01) (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Genres différentiellement abondants entre les groupes CD traités au BAY 41-2272 

et CD non traités 
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2.2 Effets du traitement à long terme au mirabegron 

Contrairement au effets obtenus avec le traitement à long terme au BAY 41-2272, 

l’administration orale de mirabegron pendant 12 semaines n’a pas modifié l’abondance des 

genres Prevotellaceae UCG-001 et Roseburia. En revanche, les résultats montrent une 

augmentation dans l’abondance du genre Eubacterium coprostanoligenes dans le groupe traité 

au mirabegron en comparaison avec le groupe CD non traité (**p<0,01) (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Genres différentiellement abondants entre les groupes CD traités au mirabegron et 

CD non traités 

Discussion  

Le microbiote intestinal a fait son apparition au cours de la dernière décennie en tant que 

nouveau contributeur majeur au développement du syndrome métabolique. A ce sujet, de 

nombreuse études ont montré que le syndrome métabolique était associé à une diminution de 

la richesse et de la diversité bactérienne de la flore intestinale. Les résultats de notre étude n’ont 

pas révélé de différence à l’échelle phylum entre le groupe soumis au régime CD et le groupe 

témoin. Ces observations sont en accord avec l’étude de Duncan et al. (2008) qui ne montre pas 

de différence dans le ratio Firmicutes/Bacteroidetes entre des sujets obèses et non obèses. En 

revanche nos résultats sont en contradiction avec ceux de Del Bas et al. (2018) qui montrent 

que l’exposition des rats au régime CD pendant 12 semaines entrainait une diminution 

CD + Mirabegron 
CD  
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significative de la diversité bactérienne de l’intestin ainsi qu’une diminution de l’abondance 

des Firmicutes et une augmentation de l’abondance des Actinobacteria et des Proteobacteria. 

Cependant, il est important de noter que contrairement à notre étude, l’étude de Del Bas et al. 

(2018) a été réalisée sur des rats normotendus. Actuellement, il est largement documenté que 

l’hypertension artérielle est fortement associée à une dysbiose intestinale (Riedl et al. 2017). Il 

est donc, probable que la dysbiose intestinale préexistante chez le SHR ait masqué les effets du 

régime CD à l’échelle phylum. Dans notre étude, les résultats obtenus montrent une 

augmentation significative des genres Roseburia et Prevotellaceae UCG-001 et dans le groupe 

CD en comparaison avec le groupe  témoin. Ces résultats ne s’accordent pas avec les données 

de la littérature qui rapportent l’existence d’une corrélation négative entre l’obésité induite par 

un régime enrichi en graisses chez le rat Sprague-Dawley et l’abondance des Prevotellaceae 

spp (Mozes et al. 2008). De même, plusieurs études ont décrit une diminution du genre 

Roseburia au cours de l’obésité (Lin et al. 2019). Les Roseburia spp font partie des bactéries 

commensales qui produisent des acides gras à courtes chaines dont le butyrate ce qui leur 

confère des propriétés anti-inflammatoires et modulatrices de l’immunité (Tamanai-Shacoori 

et al. 2017). Il a déjà été montré que la dysbiose intestinale chez les SHR était associée à une 

forte diminution dans les populations bactériennes productrices d’acétate et de butyrate (Yang 

et al. 2015). Il n’est pas à exclure qu’un mécanisme de compensation ait pu se développer pour 

compenser le déficit en acides gras à courte chaine. Une analyse hebdomadaire du microbiote 

intestinal aurait été plus judicieuse pour mieux comprendre l’évolution de ces espèces au cours 

du temps.  

Notre étude est la première à investiguer les effets de la modulation de la voie du GMPc sur la 

composition du microbiote intestinal chez le SHR. Le traitement à long terme au BAY 41-2272 

a significativement restauré l’abondance des genres Roseburia et Prevotellaceae UCG-001 au 

même niveau que chez le SHR témoin alors que le traitement à long terme au mirabegron a 

diminué significativement le genre Eubacterium coprostanoligenes (Freier et al. 1994) connu 

pour réduire le cholestérol en coprostanol. Les mécanismes impliqués dans la modulation de la 

composition du microbiote intestinal par les activateurs de la voie du GMPc ne sont pas encore 

bien connus. Des études ultérieures seront donc nécessaires pour mieux comprendre 

l’interaction entre le microbiote intestinal et les médicaments visant à augmenter la production 

intracellulaire du GMPc. 
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Discussion générale 



 

 
161 

Mon travail de thèse s’est articulé autour de 3 objectifs :  

- D’abord, l’évaluation de la modification de la fonction circulatoire globale chez des 

SHR soumis à un régime hypercalorique de type « Cafeteria diet » pendant 12 semaines, 

par des approches fonctionnelle, moléculaire et immunohistochimique 

- Puis, nous avons étudié les effets métaboliques et cardiovasculaires de l’activation 

chronique de la voie du GMPc chez des SHR soumis au même régime à l’aide de 

médicaments appartenant à différentes classes thérapeutiques. 

- Enfin, nous avons évalué la composition du microbiote intestinal des SHR avant et après 

régime /et traitements pharmacologiques par la méthode de séquençage 16S 

Avant de discuter les résultats obtenus, nous allons d’abord discuter le choix du protocole 

expérimental qui a été mis en place pour induire le syndrome métabolique, nous discuterons 

également le choix des doses utilisées au cours de cette étude.  

Nous inclurons dans cette discussion, quelques éléments concernant les approches 

expérimentales ex vivo choisies et nous finirons par une partie sur les principales limites de ce 

travail. 

I. Validation du modèle animal du syndrome métabolique 

1. Choix de la souche  

Le SHR est une souche largement reconnue pour développer une hypertension artérielle 

équivalente à l’hypertension artérielle essentielle chez l’homme (Bonnardeaux 1996). Ce 

modèle animal a d’ailleurs été utilisé dans de nombreuses études afin de mieux caractériser 

certains aspects de l’hypertension artérielle essentielle chez l’homme (Pinto et al. 1998). La 

souche SHR a été développée en 1963 à partir de l’accouplement de rats Wistar présentant une 

pression sanguine élevée. Cette souche développe une hypertension spontanée vers l’âge de 5 

à 6 semaines (PAS supérieure à 150 mmHg) qui évolue graduellement avec l’âge pouvant 

atteindre les 180 à 200 mmHg à l’âge adulte (Horan and Lovenberg 1986). L’origine de cette 

hypertension est génétique avec au moins 3 gènes majeurs impliqués. 

Le SHR est aussi connu pour être un modèle animal pertinent pour l’étude de la résistance à 

l’insuline (Potenza et al. 2005). En effet, il a été démontré que les SHR présentent des taux 

d’insulinémie à jeûn significativement plus élevés que les rats Wistar Kyoto (souche témoin du 

SHR) (Umeda et al. 2003). De plus, une réduction significative de l’activité de transport du 

glucose stimulée par l’insuline a été observée dans les muscles squelettiques des SHR en 

comparaison avec les rats Wistar Kyoto (Hulman et al. 1993). Par ailleurs, il a aussi été 
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démontré que le SHR présente des anomalies cardiaques associées à une augmentation de 

l’activité sympathique et une hypertrophie ventriculaire (Doggrell and Brown 1998). 

Ainsi, le rat spontanément hypertendu présente deux composantes majeures du syndrome 

métabolique faisant de lui un modèle judicieux pour étudier le syndrome métabolique et les 

altérations cardiovasculaires qui lui sont associées. 

2. Choix du régime alimentaire 

Plusieurs modèles expérimentaux ont été développés pour induire le syndrome métabolique 

(Sampey et al. 2011). Cependant, plusieurs chercheurs préconisent les modèles induits par le 

régime alimentaire. Ces derniers affirment que le syndrome métabolique induit par des régimes 

alimentaires enrichis reflète plus précisément l’état de l’obésité chez l’homme contrairement 

aux modifications induites chimiquement ou génétiquement (Sampey et al. 2011). A ce sujet, 

plusieurs régimes alimentaires ont été proposés. Dans cette étude, nous avons choisi le régime 

« cafeteria diet » car il représente un exemple typique de régime pouvant induire un syndrome 

métabolique expérimental. Dans ce modèle, les animaux ont un libre accès à la nourriture 

standard et l’eau tout en recevant des aliments humains très appétissants et denses en énergie 

ad libitum ce qui favorise l’hyperphagie volontaire (Johann et al. 2018). Ce régime entraine de 

ce fait, une prise de poids, une augmentation de la masse grasse, une intolérance au glucose et 

une résistance à l’insuline ressemblant au régime occidental chez l’homme (Lehnen et al. 2013). 

Dans notre étude, nous avons montré que l’exposition des SHR au régime cafeteria diet pendant 

12 semaines a augmenté le gain de poids et la circonférence abdominale, a induit une 

intolérance au glucose, une hypertriglycéridémie et a aggravé l’hypertension artérielle en 

comparaison avec des SHR témoins. Des résultats similaires ont aussi été décrits dans d’autres 

modèles animaux de syndrome métabolique (Gomez-Smith et al. 2016 ; La Russa et al. 2019).  

Nous avons de ce fait réuni au moins 3 caractéristiques nous permettant de valider notre modèle 

animal du syndrome métabolique.  

II. Choix des traitements pharmacologiques et des doses utilisés 

Le GMPc intracellulaire se trouve dans de nombreux tissus aussi bien chez l’homme que chez 

les rongeurs. Sa concentration augmente suite à l’activation des GC particulaire et soluble ainsi 

que suite à l’inhibition des enzymes responsables de sa dégradation. Le GMPc est un second 

messager dont l’activation conduit à diverses actions biologiques. Il a été démontré qu’un 

dysfonctionnement de cette voie aux niveaux cardiaque et vasculaire se manifeste par des 
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complications cardiovasculaires telles que l’hypertension artérielle (Schlossmann and Schinner 

2012). Cependant, selon plusieurs études, une altération dans la voie de signalisation du GMPc 

peut également être impliquée dans le développement de l’obésité (Buglioni and Burnett 2016). 

Plusieurs molécules augmentant la génération du GMPc ont été intensivement étudiées. 

Toutefois, leurs effets sur la réactivité cardiovasculaire au cours du syndrome métabolique ne 

sont pas bien élucidés jusqu’à présent. 

Dans cette étude, nous avons choisi d’évaluer les effets de l’administration chronique de 3 

molécules interférant avec la synthèse ou la dégradation du GMPc : 

-    D’abord, nous avons évalué les effets du traitement à long terme au citrate de sildénafil, qui 

représente le chef de file des inhibiteurs sélectifs des phosphodiestérases de type 5 (IPDE 5), 

responsables de la dégradation du GMPc. C’est le premier IPDE 5 apparu sur le marché des 

médicaments pour le traitement de la dysfonction érectile chez l’homme (Scaglione et al. 2017). 

Il a été approuvé également pour le traitement de l’hypertension artérielle pulmonaire (Hrometz 

and Shields 2006). Il est actuellement l’objet de nombreuses études pour son potentiel rôle 

thérapeutique dans l’obésité. 

-     Ensuite, nous avons évalué les effets de la stimulation à long terme de la GCs avec le BAY 

41-2272. Les stimulateurs de la GC sensibilisent la GCs à de faibles taux de NO biodisponibles 

en maintenant l’enzyme sous sa forme active. Ils peuvent ainsi augmenter l’activité de la GCs 

en l’absence de libération de NO. L’intérêt majeur de ces molécules réside dans leur 

indépendance vis-à-vis du NO. C’est donc un atout crucial par rapport aux molécules (i.e. IPDE 

5) dont l’action est dépendante d’une production endogène de NO.  

-      Enfin, nous avons aussi étudié la voie du GMPc par l’administration du mirabegron, un 

agoniste des récepteurs β3-AR. La stimulation de ces récepteurs augmente la production du 

GMPc via l’activation de la NOS endothéliale. Le récepteur β3-AR est actuellement une cible 

attrayante en raison de sa forte expression dans le tissu adipeux des rongeurs où son activation 

entrainerait une diminution de l’adiposité dans des modèles animaux d’obésité et de diabète de 

type 2 (Dehvari et al. 2018). Le mirabegron est un agonistes β3-AR qui a été récemment 

approuvé pour le traitement de l’hyperactivité vésicale. Cependant ses effets sur l’obésité et les 

complications associées sont encore peu connus.  

Dans cette étude, nous avons opté pour la dose de 5mg/kg pour chacune des molécules utilisées. 

Cette dose a été choisie en se basant sur les données de la littérature. Les doses des stimulateurs 

de la GCs, utilisées chez le rat et qui se sont avérées suffisantes pour induire une activation de 
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la voie de signalisation NO-GCs-GMPc varient de 1mg/kg à 30 mg/kg (Bae et al. 2016; 

Constantinescu et al. 2017 ; Prawez et al. 2016 ; Hao et al. 2019). Cependant, pour bien définir 

la dose appropriée chez le rat, il serait plus judicieux de réaliser une étude pilote chez le rat qui 

prend en considération la pharmacocinétique des différents molécules. 

III. Effet de l’activation à long terme de la voie du GMPc sur les paramètres 

métaboliques 

Les résultats obtenus dans les 3 trois études présentées dans la partie précédente ont montré une 

diminution du gain de poids et de l’obésité viscérale dans les groupes de rats soumis au régime 

CD et traités au citrate de sildénafil, au BAY 41-2272 et au mirabegron respectivement en 

comparaison avec les rats non traités. Des résultats similaires ont été rapportés dans de 

nombreuses études. En effet, il a été démontré que les PDE5 sont exprimées dans de nombreux 

tissus y compris les adipocytes où leur inhibition pourrait être une option thérapeutique dans le 

traitement de l’obésité et du syndrome métabolique (Armani et al. 2011). Dans ce même 

contexte, l’étude menée par Ayala et al. (2007) a montré que le traitement chronique au 

sildénafil a rétabli la balance énergétique et a amélioré les effets in vivo de l’insuline dans un 

modèle animal de résistance à l’insuline. De plus, Hoffmann et ses collaborateurs (2015) ont 

montré que la stimulation de la GCs permet de prévenir la prise de poids induite par un régime 

enrichi et aide à réduire le poids au cours de l’obésité probablement en favorisant la 

différenciation des adipocytes bruns.  En outre, l’expression des récepteurs β3-AR a été décrite 

dans les tissus adipeux brun et blanc aussi bien chez l’homme que chez les rongeurs (Cypess et 

al. 2015). Leur activation favorise la lipolyse contribuant ainsi à la perte de poids. Le point 

commun dans les voies de signalisation de ces 3 molécules est l’augmentation des taux 

intracellulaires en GMPc.  Il semblerait alors que le GMPc contrôle la balance énergétique en 

favorisant l’activation du tissu adipeux brun et la différenciation du tissu adipeux blanc en tissu 

adipeux brun (Hoffmann et al. 2016).  Ce dernier a été décrit comme le principal tissu dont 

l’activation permet de dissiper l’énergie sous forme de chaleur et d’augmenter la dépense 

énergétique grâce à la protéine transmembranaire mitochondriale UCP-1. L’UCP-1 dissipe 

l’énergie générée au cours de la phosphorylation oxydative dans les mitochondrie en chaleur 

(Kim et al. 2014). Par conséquent, l’augmentation de la fonction du tissu adipeux brun à travers 

les activateurs de la voie du GMPc permettrait de compenser le bilan énergétique positif associé 

à la suralimentation afin de diminuer la prise de poids. 

 



 

 
165 

IV. Choix et validation des approches expérimentales ex vivo 

1. Technique de Langendorff pour l’étude ex vivo de la fonction cardiaque 

Afin d’étudier la fonction cardiovasculaire, une perfusion du cœur isolé ex vivo a été mise en 

place selon la méthode de Langendorff. Nous avons testé une molécule dont les effets sur la 

fonction cardiaque sont connus. Nous avons choisi de ce fait, l’isoprénaline, un agoniste -

adrénergique non sélectif et dont les effets sur le cœur sont inotrope, lusitrope, chronotrope et 

dromotrope positifs. Dans notre étude, l’administration de l’isoprénaline à des concentrations 

croissantes a révélé les mêmes effets obtenus dans la littérature (Zheng et al. 2004) qui incluent 

une augmentation de la pression développée et une baisse de la pression de perfusion.  

Le cœur isolé perfusé constitue une préparation dans laquelle le changement de pression de 

perfusion reflète directement les changements de la résistance vasculaire. On peut donc 

clairement établir un lien entre une baisse de pression et un effet vasodilatateur direct de la 

substance utilisée. 

De plus, la perfusion du cœur isolé selon la méthode de Langendorff, permet l’étude de la 

fonction cardiaque sans tenir compte de la régulation neurohormonale médiée par les systèmes 

parasympathique et orthosympathique même si des terminaisons nerveuses au niveau du tissu 

nodal persistent encore, ce qui peut être à la fois un avantage et un inconvénient étant donné 

qu’il est souhaitable de considérer l’ensemble du système pour bien comprendre la 

physiopathologie d’une dysfonction cardiaque. Une autre limite liée à l’utilisation de cette 

technique a été observée. La stimulation -adrénergique entraine une élévation de la fréquence 

cardiaque et une augmentation de la force de contraction du cœur ce qui induit parfois un 

déplacement du ballonnet initialement introduit dans le ventricule gauche et permettant le 

recueil des données, les parois cardiaques n’adhèrent plus contre celui-ci. De ce fait, un signal 

non exploitable est obtenu. 

2. Technique des organes isolés pour l’étude ex vivo de la réactivité vasculaire 

La technique des organes isolés a été décrite comme un outil parfaitement adapté à l’évaluation 

de la réactivité des vaisseaux isolés. Cette technique permet de mesurer la réactivité vasculaire 

sur des anneaux de 3 à 4 mm de long, de manière isolée sans interférence du système nerveux 

autonome et des facteurs humoraux (hormones, protéines…), dont l’impact in vivo peut s’avérer 

incontrôlable et très différent d’un individu à l’autre. Cependant, il est aussi important de noter 

que notre étude n’a exploré que la réactivité de l’aorte thoracique uniquement, qui est un 

vaisseau de conductance. Les résultats obtenus devraient de ce fait être interprétés avec 
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prudence car ils ne pourraient pas être transposés à l’ensemble de l’arbre artériel et notamment 

aux vaisseaux de résistance (i.e. artères mésentériques…) dont la réactivité peut être 

complètement différente. 

V. Effets de l’activation à long terme de la voie du GMPc sur la fonction circulatoire 

1. Effets sur la pression artérielle systémique 

La voie de signalisation NO-GCs-GMPc s’est révélée jouer un rôle important dans la 

physiologie cardiovasculaire, en particulier dans la vasodilatation (Lian et al. 2017). Nos 

résultats ont montré une diminution significative des pressions artérielles systoliques et 

diastoliques dans les groupes traités au sildénafil citrate, BAY 41-2272 et mirabegron 

respectivement en comparaison avec le groupe soumis au régime CD. Cet effet anti-

hypertenseur est probablement lié à l’effet vasodilatateur induit par l’augmentation de la 

production du GMPc intracellulaire. Cependant, nous avons remarqué que la diminution de 

l’hypertension artérielle est plus importante dans le groupe traité au BAY 41-2272 que dans les 

groupes traités au sildénafil citrate et mirabegron. Ceci par s’expliquer par le fait que la 

vasodilatation induite par ces médicaments a entrainé une activation du baroréflexe afin de 

maintenir l’homéostasie vasculaire (Berlan et al. 1995). Ceci peut s’expliquer également par 

une activation potentielle du système orthosympathique qui pourrait limiter l’effet hypotenseur 

(Cavalcanti et al. 2016). En revanche, il est probable que l’effet hypotenseur induit par le BAY 

41-2272 ait pu dépasser les capacités de régulation du baroréflexe. 

2. Etude de la réactivité cardiaque  

Dans les résultats présentés précédemment, l’étude ex vivo de la fonction cardiaque globale a 

révélé une diminution de la contractilité cardiaque et de la vasodilatation coronaire après 

stimulation β-adrénergique chez les rats soumis au régime CD en comparaison avec les rats 

témoins.  La signalisation issue de la stimulation des récepteurs β-adrénergiques a été peu 

étudiée et les quelques résultats publiés sont contradictoires. L’altération de la contractilité 

cardiaque dans le groupe de rats atteints de syndrome métabolique pourrait être due à une 

désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques suite à l’hyperactivité du système nerveux 

sympathique observée au cours de l’obésité et de l’hypertension artérielle. Cette 

désensibilisation pourrait être à l’origine soit d’une diminution de l’expression des récepteurs 

β1/ β2- adrénergiques (Jiang et al. 2015), soit d’une altération dans l’efficacité de couplage de 

ces récepteurs  avec la protéine Gs (Nevelsteen et al. 2013). Selon Lima-Leopoldo et al. (2011), 

la diminution de l’effet inotrope positif n’est pas due à une altération dans les récepteurs β-
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adrénergiques mais plutôt à une diminution de la concentration intracellulaire en calcium à la 

suite d’une diminution de l’activation des canaux calciques cardiaques.   

Dans notre étude, l’activation chronique de la voie du GMPc a restauré la contractilité cardiaque 

et la vasodilatation coronaire consécutive à la stimulation β-adrénergique. Nous avons émis 

l’hypothèse que la modulation à long terme de la voie du GMPc in vivo aurait prévenu la 

désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques et aurait augmenté de ce fait leur sensibilité à 

toute nouvelle stimulation β-adrénergique. 

3. Etude sur la réactivité vasculaire  

3.1 Vasoconstriction α1-adrénérgique 

Concernant l’étude de la réactivité vasculaire, nos résultats ont montré une diminution de la 

réponse α1-adrénérgique aortique dans le groupe soumis au régime CD en comparaison avec le 

groupe témoin. La diminution de la contractilité aortique en réponse à la phényléphrine a été 

aussi rapportée dans d’autres modèles animaux de syndrome métabolique (Vendrame et al. 

2014). L’altération de la vasoconstriction α1-adrénérgique peut s’expliquer  par une activation 

augmentée ou par une sur expression de la iNOS par les cytokines  pro-inflammatoires dont la 

production augmente au cours de l’obésité (Silva et al. 2016) (Figure 27).  

L’incubation des anneaux aortiques du groupe CD avec l’aminoguanidine, un inhibiteur de la 

NOS inductible, a normalisé dans nos conditions expérimentales la force maximale de 

contraction après stimulation à la phényléphrine. Ces observations suggèrent une implication 

de la voie de la iNOS dans la diminution de la réponse α1-adrénérgique. Toutefois, nos résultats 

immunohistochimiques n’ont pas mis en évidence une augmentation de l’expression de la iNOS 

dans l’aorte thoracique isolée du groupe CD en comparaison au groupe témoin. Ce résultat 

n’exclut pas une potentielle implication de la voie de la iNOS dans cette altération étant donnée, 

que dans nos conditions expérimentales nous n’avons pas comparé l’activité de la iNOS entre 

les différents groupes. Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que l’hypertension 

artérielle peut être à l’origine d’une modification de la réactivité des cellules musculaires lisses 

entrainant soit une diminution du nombre des récepteurs α1-adrénérgiques soit une diminution 

du couplage récepteur-protéine Gq  contribuant ainsi à l’atténuation de la vasoconstriction α1-

adrénérgique (Battault et al. 2018). Le traitement à long-terme au BAY 41-2272 a 

significativement restauré la force maximale de contraction après stimulation α1-adrénérgique. 

Ce résultat suggère une augmentation de la densité et /ou de la sensibilité des récepteurs α1-
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adrénérgiques qui a été probablement développée pour compenser l’effet de la stimulation 

prolongée de la GCs et par conséquent du GMPc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27:Mécanismes hypothétiques impliqués dans l’altération de la contraction vasculaire 

à la phényléphrine 

 

3.2 Vasorelaxation induite par l’insuline 

Dans notre étude, nous avons montré une diminution significative de la vasorelaxation induite 

par l’insuline dans le groupe soumis au régime CD par rapport au groupe témoin. Cette 

observation suggère que l’altération de la réponse à l’insuline pourrait représenter un indicateur 

précoce de dysfonction endothéliale (déterminée par l’altération de la réponse à 

l’acétylcholine).  

A l’état physiologique, les récepteurs à l’insuline de la cellule endothéliale activent 2 voies 

distinctes impliquées dans la régulation du tonus vasculaire : la voie des PI3 kinases qui active 

la eNOS et la synthèse du NO, et la voie des MAPKinases qui induit la synthèse de l’endothéline 

(Yang et al. 2007) (Figure 28). Il a été démontré que l’insulinorésistance était associée à une 

suractivation de la voie des MAPKinases au détriment de la voie des PI3 kinases ce qui entraine 

une sécrétion accrue d’endothéline-1 masquant ainsi les effets vasorelaxants de l’insuline 

(Potenza et al. 2005). Nos résultats sont en accord avec ces observations étant donné que 

l’incubation des anneaux aortiques isolés du groupe CD avec le BQ-123, un antagoniste sélectif 

des récepteurs à l’endothéline-1, a significativement augmenté la vasorelaxation induite par 

l’insuline. Ce résultat suggère de ce fait, une implication de la voie de signalisation de 

l’endothéline-1 dans l’altération  de la réponse à l’insuline.  
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Le traitement à long-terme au mirabegron a montré une tendance à améliorer la vasorelaxation 

induite par l’insuline et à diminuer l’hyperinsulinémie en comparaison au groupe CD. 

Cependant les mécanismes impliqués ne sont pas bien connus jusqu’à présent. Toutefois, il est 

possible que cette amélioration soit la conséquence de la diminution du gain de poids observée 

dans ce groupe et de l’amélioration de l’insulinorésistance.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Voies de signalisation vasculaire de l’insuline 

 

VI. Etude de l’activation à long-terme de la voie du GMPc sur la composition du 

microbiote intestinal 

Comme cité précédemment, notre étude n’a pas révélé de différences à l’échelle phylum entre 

le groupe CD et le groupe témoin. En revanche, nous avons montré une augmentation 

significative dans les genres Roseburia et Prevotellaceae UCG-001 et une diminution de 

l’espèce Lactobacillus spp dans le groupe CD en comparaison au groupe témoin. Ces résultats 

sont partiellement en accord avec ceux de Lecomte et al. (2015) qui a montré une réduction de 

l’abondance des Lactobacillus spp dans un modèle de syndrome métabolique chez le rat. La 

diminution de l’abondance des Lactobacillus spp a été décrite comme négativement corrélée 

au poids corporel. De plus, selon Lecomte et al. (2015), les Lactobacillus spp jouent un rôle 

important dans la préservation de l’intégrité de la barrière intestinale. Ainsi une faible 

abondance des Lactobacillus spp pourrait être en lien avec le passage des endotoxines telles 

que les LPS dans la circulation sanguine, participant ainsi au développement de la résistance à 

l’insuline. Ensemble, ces résultats suggèrent une implication des Lactobacillus spp dans le 

développement du syndrome métabolique. 
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Notre étude est la première à évaluer les effets de la modulation de la voie du GMPc sur la 

composition du microbiote intestinal dans un modèle de syndrome métabolique chez le SHR. 

Il a été démontré que les nucléotides cyclique (i.e GMPc) jouent un rôle dans le contrôle de la 

motricité intestinale et dans l’absorption intestinale des nutriments (Arshad and Visweswariah 

2013). Cependant, dans notre étude, les traitements à long-terme avec les activateurs de la voie 

du GMPc n’ont pas amélioré la composition du microbiote intestinal. Toutefois, il est important 

de signaler que les agonistes de la guanylate cyclase C (GC-C) augmentent les taux du GMPc 

dans l’épithélium intestinal (Sharman et al. 2017). Etant donné que cette enzyme soit 

principalement exprimée dans les cellules épithéliales intestinales et joue un rôle important dans 

le maintien de l’homéostasie de la fonction du tube digestif (Uranga et al. 2018), il serait de ce 

fait, plus pertinent d’étudier l’interaction entre la modulation de la voie du GMPc et le 

microbiote intestinal par des activateurs de la GC-C. 

VII. Limites 

-    Dans cette étude, nous n’avons évalué que la réactivé β-adrénergique cardiaque médiée par 

le système orthosympathique. L’absence de l’évaluation du système parasympathique 

représente une limite de ce travail. 

-    Etant donné que la pression artérielle systémique est régulée par les artères de conductance 

(aorte thoracique) et par les artères de résistance (artères mésentériques), il aurait été pertinent 

d’étudier la réactivité vasculaire sur ces deux types de vaisseaux. 
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Conclusion et perspectives 
Les résultats obtenus dans ce travail ont permis de valider notre modèle animal de syndrome 

métabolique. Dans ce modèle, nous avons observé une diminution de la contractilité β-

adrénergique cardiaque et α1-adrénergique vasculaire. Ces altérations étaient associées à une 

diminution de la vasorelaxation induite par l'insuline. De plus, nos travaux ont également mis 

en évidence des modifications dans la composition du microbiote intestinal à l’échelle 

« famille », « genre » et « espèce ».  

L’activation à long-terme de la voie du GMPc a permis de diminuer le gain de poids excessif 

et d’améliorer la tolérance au glucose dans ce modèle, probablement en favorisant l’équilibre 

de la balance énergétique. Dans ce travail, nous avons montré que la modulation à long-terme 

de la voie du GMPc a rétabli la contractilité cardiaque et vasculaire ainsi que la vasodilatation 

coronaire. Cet effet cardiovasculaire protecteur observé par des approches ex vivo semble être 

lié à une prévention contre la désensibilisation des récepteurs β- et α1-adrénergiques qui pourrait 

se développer au cours du syndrome métabolique.  

La prise en charge médicale du syndrome métabolique a pour objectif majeur de limiter le risque 

cardiovasculaire via la réduction de la dyslipidémie, la prévention du développement de 

l’hypertension artérielle et la gestion de l’obésité et de l’insulinorésistance. Sur la base des 

critères définissant ce syndrome et les recommandations de prise en charge des patients atteints 

de syndrome métabolique, plusieurs classes de médicaments sont utilisées pour réduire le poids 

(inhibiteurs de lipase, régulateurs de l’appétit), corriger le profile lipidique (statines) et contrôler 

l’hyperglycémie (antidiabétiques) et l’hypertension artérielle (antihypertenseurs). Les résultats 

obtenus dans le cadre de nos travaux permettent de formuler l’hypothèse selon laquelle les 

modulateurs de la voie du GMPc pourraient représenter une nouvelle option thérapeutique en 

raison notamment de leurs effets polyvalents, ciblant simultanément un certain nombre de 

facteurs du syndrome métabolique. Par ailleurs, il est important de souligner que la 

polythérapie, bien que nécessaire, est une stratégie très complexe à mettre en œuvre en raison 

des interactions médicamenteuses souvent sources de nombreux effets secondaires et des 

difficultés d’observance sur le long terme. Par conséquent, considérant le lien existant entre le 

microbiote intestinal et le développement et la pathogénie du syndrome métabolique, 

l’utilisation de mélanges bactériens comme « pharmabiotiques » pourrait s’avérer une nouvelle 

arme pour le traitement et la prévention du syndrome métabolique. Des investigations 
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ultérieures plus approfondies seront sans doute nécessaires pour évaluer cette nouvelle 

approche thérapeutique. 
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Titre : Syndrome métabolique chez le rat spontanément hypertendu : Etude des effets des  
modulateurs de la voie du GMPc sur la réactivité cardiovasculaire et sur la composition du 
microbiote intestinal 
Mots clés : syndrome métabolique, SHR, cafeteria diet, réactivité cardiovasculaire, microbiote  
intestinal 
Résumé : Le syndrome métabolique associe 

plusieurs facteurs de risques cardiovasculaires 
chez le même individu. Des études ont montré 
une altération de la voie de signalisation du 
NO/GMPc au cours du syndrome métabolique. 
Le premier objectif de cette thèse a été d’étudier 
la modification de la fonction cardiaque globale 
et de la réactivité vasculaire des rats 
spontanément hypertendus (SHR) soumis à un 
régime hypercalorique de type « cafeteria diet » 
(CD). Dans un second temps, les effets de 
l’administration chronique des modulateurs de 
la voie du GMPc ont été évalués sur les 
paramètres métaboliques et la fonction 
circulatoire par des approches in vivo et ex vivo 
sur cœur et aorte isolés. Le microbiote intestinal 
apparait depuis quelques années comme un 
nouveau facteur impliqué dans la pathogenèse 
du syndrome métabolique et des altérations qui 
lui sont associées. 

Ainsi, une troisième partie de la thèse a été 
consacrée à l’analyse du microbiote intestinal 
chez les SHR avant et après traitements. Cette 
étude a montré que le régime CD induit les 
différentes composantes du syndrome 
métabolique. Ces anomalies étaient associées 
à une altération de la contractilité cardiaque et 
vasculaire ainsi qu’à une altération de la 
vasorelaxation induite par l’insuline. De plus, 
notre étude a montré des modifications dans la 
composition du microbiote intestinal à l’échelle 
« famille » et « espèce ». L’activation 
chronique de la voie du GMPc a amélioré les 
paramètres métaboliques mesurés in vivo et a 
rétabli partiellement la fonction circulatoire. 
Notre étude a montré pour la première fois les 
effets de la modulation de la voie du GMPc sur 
la composition du microbiote intestinal. 

 

Title : Metabolic syndrome in spontaneously hypertensive rats : Study of cGMP pathway  
modulators on cardiovascular reactivity and gut microbiota composition 

Keywords : metabolic syndrome,  SHR, cafeteria diet, cardiovascular reactivity, gut microbiota 

Abstract : The metabolic syndrome associates 
several cardiovascular risk factors in the same 
individual. Studies have already shown an 
alteration of the NO/cGMP signaling pathway 
during metabolic syndrome. The first aim of this 
thesis was to study the modification of the global 
cardiac function and the vascular reactivity in 
spontaneously hypertensive rats (SHR) 
subjected to a hypercaloric diet called "cafeteria 
diet" (CD). In a second step, effects of chronic 
administration of cGMP pathway modulators 
were evaluated on metabolic parameters and 
cardiovascular function using in vivo and ex vivo 
approaches on isolated heart and aorta. The gut 
microbiota has emerged for some years as a 
new factor involved in the pathogenesis of the 
metabolic syndrome and associated alterations.  
Thus, a third part of the thesis was devoted to  

the analysis of gut microbiota in SHR before 
and after treatment. This study has shown that 
CD diet induces the different components of 
metabolic syndrome. These abnormalities were 
associated with impaired cardiac and vascular 
contractility and an altered insulin-induced 
vasorelaxation. On the other hand, our study 
showed changes in the gut microbiota 
composition at the "family" and "species" level. 
Chronic activation of the cGMP pathway 
improved metabolic parameters measured in 
vivo and partially restored cardiovascular 
function. Our study showed for the first time 
the effects of cGMP pathway modulation on 
gut microbiota composition. 
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