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Liste des abréviations

4E-BP1 : 4E binding protein 1

a CGlu : a céto-glutarate

Ac : anticorps

ACC : acyl-coA carboxylase

ADN : acide désoxyribonucléique

ADP : adénosine diphosphate

AG : acides gras

Ag : antigene

AGNE : acides gras non esterifies

AMPc : adénosine phosphate cyclique

AMPK : AMP activated protein Kinase

ApoE : Apolipoproteine E

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

ASP : Acylation-Stimulating Protein

ATP : adénosine triphosphate

Bad : Bcl-xL/Bcl-2 associated death promoter
bHLH : basic Helix-Loop-Helix

-cOA : -coenzyme A

CCK : cholécystokinine

CL : citrate lyase

CPT : carnitine palmitoyltransférase

CRE : cAMP response element

CREB : cAMP response element binding protein
CREM : CRE modulator

CREF : Corticotropin-Releasing factor

CRP : c-reactive protein

DAG : Diacylglycérol

DED : domaine de mort cellulaire

DSI : diabete sucré de type I ou insulino-dépendant
DSII : diabete sucré de type II ou non insulino-dépendant
ERK : extracellular signal-regulated kinase
FADD/MORT1 : Fas associated death domain
FKHR : forhead-relate transcription factor
FSIVGTT : frequently sampled IV glucose tolerance test
G6P : glucose 6 phosphate

GDP : guanosine di-phosphate

GH : growth hormone

GIP : Gastric Inhibitory Polypeptide

GK : glucokinase

GLP-1: glucagon like peptide 1

GLUT : transporteur du glucose

Grb : growth factor receptor-bound protein
GSK3-p : glycogene synthase 3 kinase-3



GTP : guanosine tri-phosphate

HOMA : homeostais model assessment
HDL : High Density Lipoproteins

HMG : hight mobility group proteins

IAPP : islet amyloid polypeptide

IDE : insulin degrading enzyme

IKkB : inhibitor of nuclear factor kB kinase
IL-1, IL-6 : InterLeukine-1, Interleukine-6
iNOS : inductible azote monoxyd synthase
IP3 : inositol 1,4,5 triphosphate

IRS : insulin receptor substrate

IV : intra-veineux

IVGTT : intra-vascular glucose tolerance test
IVITT : intra-vascular insulin tolerance test
JNK : c-Jun NHp-terminal Kinase

LAR : leukocyte common antigen-related molecule
Lg : lymphocyte B

LDL : low density lipoproteins

Lmx : LIM-homeodomains proteins

lysoPL : lysophospholipides

MCP-1 : Monocyte Chemottractant Protein-1
MEK : MAP kinase kinase

MTP : pores de perméabilité de transition
mTor : mammalian target of rapamycin
NGF : Nerve Growth Factor

NO : monoxyde de carbone

p62TCF: kinase p62TCF

p70s6k : ribosomal 70 kDa protein S6 kinase
p90: kinase p90

PDE-3B : phosphodiestérase 3B

PDI : Protein Disulfide Isomerase

PDK?2 : 3-phosphoinositide-dependent protein kinase
PDXj : Pancreatic Duodenal homeoboX-1
PEP : phosphoénolpyruvate

PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase
PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PIP2 : phosphatidy linositol 4,5 biphosphate
PKA, PKB, PKC : protéine kinase A, B, C,...
PS : peptide signal

PTP : protéine tyrosines phosphatases
QUICKI : quantitative insulin sensitivity check index
Ras : rat sarcoma viral oncogene homolog
RE : réticulum endoplasmique

REG : réticulum endoplasmique granuleux
RI : récepteur de l'insuline

RIA : radio-immuno-essay
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SAPK : stress-activated protein kinase
Shc : src homology and collagen protein
SN : systéme nerveux

SOCS : suppressors of cytokine signaling
SOS : son of sevenless

sPLA; : secretory phospholipase Az

SR : SRP réceptor

SRIF : somatotrophin-release inhibitor factor
SRP : signal recognition particle

SSTR : récepteur de la somatostatine

T3 : triiodothyronine

TDI : time-dependent inhibition

TDP : time-dependent potentiation

TG : triacylglycérol, triacylglycérides
TLRs : toll-like receptors

TNF-a : tumor necrosis factor-alpha

VIP : vasoactive intestinal peptide

VLDL : very low density lipoproteins
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Introduction

D'aprés 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l'obésité est un "état
pathologique caractérisé par un excés de dépots lipidiques entrainant des
modifications des différentes fonctions corporelles" (150. Comme chez 1'homme
'obésité tend a se développer dans l'espece canine : alors qu'elle ne concernait que
9% des chiens en 1960, sa prévalence atteindrait les 20 a 25% en ce début de XXI
siecle 4. Le diabete sucré (DS) est une maladie caractérisée par un état
d'hyperglycémie chronique secondaire a un défaut de régulation de la glycémie par
l'insuline, se traduisant en particulier par la présence de glucose dans les urines.
Comme ['obésité, la prévalence de cette maladie a été multipliée par 3 en trente ans,
et son incidence atteint les 10% chez les chiens obéses alors qu'elle n'est que de 0,64 %
dans 1'espece canine (0. Ces faits laissent suggérer que 1'obésité joue un role non
négligeable sur la régulation de l'insulinémie et donc dans la mise en place du

diabeéte sucré.

La premiere partie du développement est consacrée a 1'étude des mécanismes
moléculaires et physiologiques de régulation de l'insulinémie dans l'espece canine

ainsi que les effets de 1'obésité sur cette derniere.

La deuxiéme partie est dévolue a 1'étude expérimentale de l'insulinémie chez le
chien cliniquement sain en fonction de son état d'engraissement. Pour cela, 61 chiens,
dont 21 en surpoids, ont participé a 1'étude et leur insulinémie, glycémie et index de
sensibilité cellulaire périphérique a l'insuline ont été déterminés et comparés a ceux

obtenus chez des chiens ne présentant pas d'embonpoint.
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Partie I :

Régulation de l'insulinémie

chez le chien sain
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Figure 1 : Structure de la molécule d’insuline du chien (138).

Position sur la Chaine a Position sur la Chaine 3
Espece
8 9 10 17 18 30
Chien Thr  Ser I[le Gln Asn Ala
Porc - - - - - -
Homme - - - - - Thr
Chat Ala - Val Glu His -
Bovin Ala - Val - - -

Tableau [ : Variabilité de la structure de l'insuline chez différentes especes (3.
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A.Régulation de I'insulinémie chez le chien sain non obeése.

1. Structure de l'insuline.

L’insuline a été isolée pour la premiére fois en 1922 par Banting, et al. ®®. 1l faudra
attendre 1953 pour que Sanger, détermine la séquence complete de cette hormone
(142)

L’insuline est une hormone polypeptidique d’environ 6 kDa, 21 A, constituée de
51 acides a-aminés réparties en deux chaines :

- la chaine a, composée de 21 acides a-aminés, et présentant un pont di-
sulfure entre ces acides a-aminés 6 et 11,
- la chaine 3, composée de 30 acides a-aminés,
Ces deux chaines sont reliées entre elles par deux ponts di-sulfures au niveau des

acides aminés 7 et 20 de la chaine a et 7 et 19 de la chaine 3 (Figure 1).

Il n'y a pas de différence entre les structures primaires des insuline du chien et du
porc. De plus, les insulines canines et humaines ne different 1'une de l'autre que par
un seul acide a-aminé, l'acide a-aminé n°30 de la chaine B (Tableau I). L'insuline,
quelque soit son origine, reste donc active chez tous les animaux, toutefois, des
réactions antigéniques hétérologues sont possibles 3. En effet, une étude réalisée par
Davison et al. 49 sur 30 chiens souffrant de diabete sucré et traités avec de l'insuline
bovine, a mis en évidence la présence en grande quantité d'anticorps anti-insuline
bovine (Ac(Ib)) chez 67% de ceux-ci. Curieusement, les Ac(Ib) n'étaient pas dirigés
contre la chaine a (2 acides a-aminés different entre les insulines canines et bovines)
mais contre la chaine B de l'insuline ; or, la structure primaire de cette chaine est
strictement similaire entre ces deux especes. Ce fait inattendu laisse ainsi supposer
que les structures secondaires ou tertiaires de l'insuline seraient responsables de la
réaction antigénique. De plus, des réactions croisées avec l'insuline de porc, qui
possede quant a elle exactement la méme structure primaire que celle du chien, ont
été mises en évidence dans ce groupe, mais restent inexpliquées et peu analysées a ce

jour. L'hypothése de l'existence d'autoanticorps qui pourrait expliquer ce fait, n'est
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pas retenue a l'heure actuelle, car seulement 2 cas de diabete sucré lié a des auto-
anticorps ont été décrit chez le chien contrairement a 1'homme chez lequel cette

situation est fréquente.

2. Synthese de l'insuline.

Si I'insuline est sécrétée massivement lors d’hyperglycémie, elle est synthétisée de
facon continue 8. Seules les cellules  pancréatiques organisées en ilots, les ilots de
Langerhans ou ilots endocrines, sont capables de synthétiser l'insuline et 70% de leur

syntheése protéique y est consacrée (3.

2.1. Régulation de la transcription du gene de l'insuline.

Le géne codant pour l'insuline est un petit géne unique, composé de 3 exons et 2
introns €0, localisé sur le brin court du chromosome 14 chez le chien (9. Il existe en
amont du premier exon, une région régulatrice 5' flanquante, constituée d'un
promoteur et d'un activateur (enhancer) qui comportent de courtes séquences d'acide
désoxyribonucléique, régulatrices en cis, communément appelées "boites". Ces
séquences interagissent avec des facteurs de transcription protéiques régulateurs en
trans, permettant ainsi 1'expression du géne ainsi que sa régulation par des agents

métaboliques ou hormonaux. ©1

2.1.1. Régulation de la transcription par le complexe de
transcription.

Le gene de l'insuline est régulé par un réseau complexe de facteurs, directement
ou indirectement impliqués dans la formation d'un complexe de transcription
assurant la spécificité de la synthese de I'insuline par les cellules 3 pancréatiques. Ce

complexe de transcription se lie au gene de l'insuline au niveau de deux régions
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d’activations principales, les boites A et E situées en amont du promoteur. Le site E
permet l'ancrage de dimeres protéiques bHLH (basic Helix-Loop-Helix) et le site A
celui de la protéine PDX:1" (Pancreatic Duodenal homeoboX-115%)). C’est I'interaction
synergique entre les dimeres bHLH et PDXi et des co-activateurs nucléaires
transcriptionnels non liés a ' ADN (dont un seul est connu a 1'heure actuelle, le p300),
qui permet le recrutement et la stabilisation du complexe d’initiation de la

transcription de la RN Apolymérase II (Figure 2). (109

L'intensité de la transcription peut étre modulée par la liaison au chromosome des
histones et des protéines HMG (hight mobility group proteins). Des modifications
structurelles du chromosome résultant de liaisons aux histones pourraient controler
la disponibilité du gene vis a vis du complexe d'activation de la transcription. En se
tixant sur I'ADN, les protéines HMG entrainent des modifications énergétiques
(fragilisation ou stabilisation) des liaisons entre les sites d'ancrages A et E et le
complexe de transcription. Ainsi, les protéines HMG I(Y) en se liant a la fois a la
région As/4 du promoteur de l'insuline et au dimeére PDX;-bHLH, sont responsables
d'une stabilisation du complexe de transcription et en augmente ainsi la capacité
transcriptionnelle. (109

De plus, la protéine PDX1 peut étre remplacée par d’autres protéines telles que
Lmx 1.1 et Lmx 1.2 (LIM-homeodomains proteins), dont l'interaction allostérique
avec le domaine bHLH et le géne de l'insuline apparait plus efficace que 1'association
bHLH-PDXj sur l'activation de la transcription (1%). Toutefois, pour certains auteurs,
une mutation sur les promoteurs de régulation de PDXj, en particuliers ceux de la
famille des HNF (Hepatocyte Nuclear Factor 7)), serait responsable d'une baisse de
la transcription des PDX1 qui a long terme provoquerait une diminution notable de la
sécrétion d'insuline qui pourrait contribuer a la mise en place d'un diabete sucré (19).

D'autres sites du geéne de l'insuline, indépendant des sites A et E (Figure 3),
comme les sites Ci et Za, dont les protéines ligands sont encore inconnues,
permettent des combinaisons multiples avec le complexe bHLH-PDX1, combinaisons

capables d'amplifier la transcription. (109)

* PDX1 est aussi appelée IPF1, STF1, IDX1, IUF1, ou GSF
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Complexe de |
RNA Pol Il

Transcription

ADN e

Figure 2 : Régulation du promoteur de la transcription du gene de I'insuline.

bHLH = basic Helix-Loop-Helix - RNA Pol II = ARN polymérase II

Figure 3 : Promoteur du géne de l'insuline humaine et principaux facteurs de
rigure o : & p p

transcription associés (d'apres Magnan et Ktorza OD).

Facteur en cis : Facteur en trans :

ILPR=insulin-linked polymorphic region PUR 1=purine rich 1

NRE=negative regulatory element PDX1=pancreatic duodenal homeobox 1

Z=7 mini-enhancer GR=glucocorticoid receptor

CRE=cAMP response element RIPE 3b=rat insulin promoter element
E2L=E2-like ISP (un)=islet-specific protein (unindentified)

HEB b2=helix loop binding protein b2
USF =upstream stimulatory factor
CREM=CRE modulator

CREB : CRE binding protein
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Un autre homéodomaine protéique, le Nkx 2.2, semble essentiel a la production
d'insuline. En effet, des études menées chez différents modeles animaux ont mis en
évidence chez les sujets ne possédant pas ce domaine, une absence totale de sécrétion
d'insuline, alors que la PDX1 était surexprimée. Toutefois aucune liaison évidente
entre cet homéodomaine et le gene de l'insuline ou encore de complexe de
transcription n'a été mise en évidence; il semblerait donc qu'il permette 1'expression
de protéines nucléaires (co-activatreurs) indispensables a la formation du complexe

protidique de régulation. (109)

De nombreux autres domaines de régulation existent (Figure 3), dont en
particulier la boite CRE qui a la capacité de se lier a la protéine CREB (cAMP
response element binding protein) aprés activation de cette derniére par une
phosphorylation dépendante de la protéine kinase A (PKA); I'association CRE-CREB
amplifie la transcription. Cette méme boite est aussi capable d'intéragir avec les
protéines CREM (CRE modulator) dont il existe plusieurs isoformes dont certains

sont activateurs et d'autres inhibiteurs de la transcription du gene de 1'insuline. 1)

2.1.2. Régulation du complexe de transcription.

Le glucose intervient en tant qu’activateur dans la régulation de la transcription
du gene de l'insuline, en favorisant la formation du complexe d'initiation de la de
transcription. En effet, par de multiples mécanismes, il entraine la phosphorylation
de PDX; et des dimeres bHLH augmentant ainsi 1'affinité pour leur domaine

respectif (A et E). 1%

Deux mécanismes d’actions ont été mis en évidence (Figure 4):

D’une part, les produits du catabolisme du glucose, issus vraisemblablement de la
glycolyse et du cycle de krebs (109, activent par l'intermédiaire de messagers
intracellulaires encore inconnus, la PI3 kinase et la SAPK> (Stress-Activated Protein

Kinase 2) (19.199), kinases responsables a la fois, d'une augmentation de la synthése de

21



dépolarisation
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Complexe
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Figure 4 : Régulation de la synthése d’insuline par le glucose.

bHLH: basic helix-loop-helix - GLUT2: transporteur du glucose 2 - PDX1: pancreatic
duodenal homeobox 1 - PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase - SAPK2: stress-activated
protein kinase 2
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PDX1(19 et de la phosphorylation et de la translocation nucléaire de cette derniére
(109). Toutefois, une diminution notable de la synthese des PDXj a été observée dans
les cellules B pancréatiques chroniquement exposées a de fortes quantités de glucose
(19): cette diminution de réactivité des cellules B a 1'égard du glucose est appelée
glucotoxicité, 1%

D’autre part, I'action du glucose implique le Ca?*(%8). En effet, le métabolisme
intracellulaire du glucose (glycolyse, cycle de Krebs, voie des pentoses, suivi par la
phosphorylation oxydative) géneére la formation d’ATP. L’augmentation du rapport
ATP/ADP entraine la fermeture des pompes K* ATP-dépendantes; ainsi, la
concentration cytosolique en K* diminuant, la membrane cellulaire se dépolarise et
les pompes Ca?* voltage-dépendantes s’ouvrent, laissant entrer le Ca?* extra-
cellulaire dans la cellule ©8). Le Ca2* active ensuite les kinases calcium-dépendantes

qui vont stimuler la transcription par des mécanismes de phosphorylation des

protéines nucléaires du complexe de transcription et des co-activateurs (18).

Certains glucides simples comme le fructose et le mannose peuvent également

activer la synthese de I'insuline mais de fagcon moindre (18).

L'insuline elle-méme exerce un rétrocontrdle positif sur sa propre synthése. Une
étude réalisée par Campbell et Macfarlane en 2002 (19), sur des cellules pancréatiques
de souris infusées par des solutions d'insuline, a mis en évidence une augmentation
notable de la quantité d'’ARNm de la pré-proinsuline. L'étude moléculaire de cette
observation a fait ressortir un paradoxe ; l'insuline inhibe la PDX1 tout en activant le

complexe de transcription du gene de l'insuline.
D'autres hormones comme le GLP-1 (glucagon like peptide 1), la GH (growth

hormone), la Ts (triiodothyronine), la leptine, la prolactine... sont capables de

moduler la synthese de l'insuline. (19 91)
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Figure 5 : Schéma de la conversion de la pré-proinsuline en insuline. (138)
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2.2. Obtention de l'insuline mature.

Dans la cellule 3 pancréatique, la quantité d'ARNm de la pré-proinsuline est tres
élevée, et représente 10 a 15% des ARNm totaux pour des concentrations faible en

glucose (< 3 mM) (1.

La traduction de l'insuline commence dans le cytosol par la conversion de la
séquence N-terminale de I'ARNm en un peptide signal (PS). Des sa sortie du
ribosome, ce dernier est reconnu par le SRP (Signal Recognition Particle) qui s'y fixe,
inhibant alors la traduction. Le SRP lié au PS est reconnu par le SR (SRP Receptor)
localisé a la surface du réticulum endoplasmique. Le GTP se lie alors au SRP et
permet ainsi la libération du PS qui pénetre dans le RE par un canal (SEC61
complexe). C'est I'hydrolyse du GTP en GDP qui dissocie le SRP du SR et permet
ainsi la reprise de la traduction. 9

La concentration intracellulaire en glucose, en particulier si elle est élevée, est I'un
des principaux régulateurs de la traduction car il permet le recrutement des ARNm
par les polysomes (initiation) grace a la phosphorylation des facteurs d'initiation (elF
2B), 1'élongation, et la libération du SRP par le récepteur 1 °1). Les mécanismes
moléculaires a I'origine de cette régulation sont inconnus a I'heure actuelle mais il
semblerait que les AcylcoA y jouent un role non négligeable (1.

La traduction de I’ARNm du géne de l'insuline aboutit a la formation, dans les
polysomes, de la pré-proinsuline, molécule composée dun peptide N-terminal (23
acide a-aminé), de la chaine (3, d'un peptide de liaison, appelé Peptide C, et de la
chaine a. Le clivage de la pré-proinsuline dans le REG (Réticulum Endoplasmique
Granuleux), ainsi que la formation des ponts di-sulfures, permettent 1'élaboration de
la proinsuline. Au niveau de l'appareil de Golgi, le clivage du Peptide C par les

endopeptidases acheve la formation de 'insuline (%) (Figure 5).

La conversion enzymatique de la pré-proinsuline en insuline est permise grace a
l'action de 2 endopeptidases, PC1 et PC2, qui clivent la molécule respectivement au

niveau des acides a-aminés 32-33 et 55-56, et d'une exopeptidase, CPH. L'action des
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endopeptidases est strictement dépendante du Ca?*, dont la répartition au sein de la
cellule est influencée par le glucose intracellulaire (cf infra). De plus, le niveau de
traduction des ARNm des PC1 et PC2 est stimulé par le glucose lors d'exposition
chronique a ce dernier. L'activité catalytique de la CHP est quand a elle dépendante

du Zinc, et totalement indépendante de la présence du glucose. 61

L’insuline et le Peptide C se retrouvent en quantité équimolaire dans les vésicules
sécrétoires (environ 8000 molécules par vésicule) ou ils sont stockés, sous forme
d’hexameres cristallisés avec les atomes de Zinc pour l'insuline, et sous forme
solubilisée pour le Peptide C. Dans ces vésicules, on trouve aussi une quantité

résiduelle de pro-insuline. ®1)

3. La sécrétion de I'insuline et sa régulation.

La libération de l'insuline par exocytose des vésicules matures dans la lumiére des
capillaires, est controlée par une boucle élémentaire de régulation qui lie la
concentration des nutriments, en premier lieu le glucose, a la sécrétion d'insuline.
Des agents modulateurs, hormonaux ou nerveux se greffent sur cette boucle pour

atténuer ou amplifier cette sécrétion. ©1)

3.1. Mécanisme de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.

L’injection de glucose en intra-veineuse (IV) entraine wune réponse
biphasique (Figure 6) : tout d’abord, la concentration plasmatique en insuline
augmente tres rapidement et de maniere transitoire (Phase A), formant un
pic résultant de la simple exocytose des vésicules matures préalablement accolées a
la membrane plasmique ; puis suit une deuxieme phase (Phase B) au cours de

laquelle I'insulinémie augmente progressivement vers une valeur d'équilibre qui

26



Phase .,

% Phase |
e A
= - A
E /‘\
10 80 120 180
Glucose iv Temps (min)

Figure 6 : Variation de l'insulinémie suite a I'injection de glucose en intra-veineuse.

(D'apres Gayrard M. (47))
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se maintient jusqu'a l'arrét de la stimulation, et qui résulterait a la fois de la
syntheése, et de la sécrétion de l'insuline apres conditionnement des vésicules

immatures. ¢47,91)

Le glucose, sous sa forme D-Glucose (), est l'agent le plus puissant stimulant
I'exocytose, et il conditionne 1'action de tous les autres stimuli . Son action n’est pas
directe ; il agit par I'intermédiaire de messagers intracellulaires dont les trois voies
principales font intervenir I'ATP, la Phospholipase C (PLC) et ' AMPc. L'ensemble du
mécanisme d'action du glucose sur la sécrétion d'insuline est représenté dans la

tigure 7.

Le glucose entre dans la cellule  pancréatique par les transporteurs GLUT-2, lui
permettant ainsi une diffusion facilitée a travers la membrane plasmique. Ces
transporteurs, constitués par 12 domaines d’a-hélices transmembranaires, n’ont
qu'une faible affinité pour le glucose, dont les transferts dépendent alors

essentiellement des variations de concentration de part et d’autre de la membrane,

rendant ainsi la cellule  sensible aux variations de la glycémie. (16)

Une fois a l'intérieur de la cellule p pancréatique, le glucose est rapidement
phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) suite a l'action de la glucokinase (cette
étape apparait comme limitante dans le métabolisme du glucose ©).

Le G6P est ensuite métabolisé au cours de la glycolyse, du cycle de Krebs suivie
par la respiration oxydative, catabolisme a l'origine d'une production accrue d'ATP
(Voie 1). L'augmentation du rapport ATP/ADP est responsable de 1'entrée de Ca?*
dans la cellule grace a un mécanisme de dépolarisation membranaire K*-dépendante
(cf supra). Le Ca?* d’origine extra-cellulaire joue un role tres important dans la
sécrétion d'insuline, puisque l'administration de bloqueurs des pompes calciques
entraine une diminution importante de celle-ci (19).

Par ailleurs, le phospho-énol-pyruvate (PEP) et le pyruvate issus du catabolisme
du glucose (glycolyse), favorisent l'activité de 1'adénylate cyclase qui permet la

conversion de I'ATP en AMPc (Voie 2) ®1). Ce dernier est responsable de I'activation
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de la protéine kinase A AMPc dépendante (PKA), qui active en les phosphorylant,
certaines protéines du cytosquelette. De plus, ' AMPc est capable d'interagir avec la
protéine AMPc-GEF (aussi appelée Efac 2) pour former un complexe activateur d'une
petite protéine G (Rab3), impliquée dans l'exocytose des granules d'insuline 1.

Une autre voie d'activation de la sécrétion d'insuline par le glucose met en jeu la
phopholipase C membranaire (PLC) (Voie 3). En effet, cette derniere possede un site
de reconnaissance membranaire du G6P et en sa présence, hydrolyse le phosphatidyl
inositol 4,5 diphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) et en diacylglycérol
(DAG). L'IP3 entraine la libération du Ca?* stocké dans le RE vers le cytosol par
diffusion passive qui est un effecteur allostérique des PKC. Le DAG, quant a lui,
active aussi les protéines kinases C (PKC) dont plusieurs travaux indiquent que ses
substrats favorisent le processus sécrétoire. En outre, le DAG peut étre obtenu
directement par réduction des trioses phosphates issus de la glycolyse suivie de

réactions d'estérification avec les acyl-coA 1.

L'entrée du calcium dans la cellule 3 pancréatique ainsi que la sortie de ce dernier
du RE est responsable d'une redistribution du Ca?* intracellulaire en microdomaines
permettant d’une part, le recrutement des protéines kinases (PKA et PKC) (129) et
d’autre part la contraction du réseau des micro-filaments du cytosquelette, nécessaire

a la migration des vésicules a travers le cytosol et a I'exocytose. 2

Un autre messager, issu du métabolisme du glucose, semble jouer un role dans la
phase B de la sécrétion de l'insuline (celle de l'exocytose des vésicules immatures)
(Voie 4) : le glutamate. Ce dernier est principalement obtenu apres action des
transaminases sur l'a-cétoglutarate, intermédiaire du cycle de Krebs. Le glutamate
ainsi formé rentrerait dans les vésicules matures grace a un gradient de protons ATP-
dépendant ©®), et potentialiserait les effets du calcium sur ces derniéres (6 91), D'autre
part, une étude réalisée par Hoy et al. 9 a permis de mettre en évidence une
augmentation de la perméabilité membranaire de la cellule B pancréatique lorsque la

quantité de glutamate intracellulaire augmente (1 mM), facilitant ainsi 1'adhésion de

la vésicule a la membrane.
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Figure 7 : Mécanisme d’action du glucose sur la sécrétion de I'insuline

a CGlu : a céto-glutarate - DAG : diacylglycérol - G6P : glucose-6-phosphate - GK :
glucokinase - Glu : glutamate - IP; : inositol triphosphate - N : noyau - PEP/Pyr : Phospho-
enol-pyruvate et pyruvate - PIP, : phosphatidyl inositol 4,5 diphosphate - PKA : protéine
kinase A - PKCpag : protéine kinase C - PLC : Phospholipase C - RE : réticulum
endoplasmique - VM : vésicule mature

30



3.2. Régulation de la sécrétion d’insuline.

De multiples facteurs influencent la sécrétion d’insuline (Tableau II), toutefois, la
concentration plasmatique en substrat énergétique est le régulateur le plus important

de la sécrétion et la glycémie y joue un role clé.

3.2.1. Roles des substrats énergétiques.

Le D-glucose n'est pas le seul hexose insulino-sécréteur : le D-mannose, le D-
fructose et le D-galactose activent aussi la sécrétion d'insuline mais de facon plus
faible 2.

Cerasi et Grill (1975) mettent en évidence un phénomeéne de "mémoire" de la
cellule p pancréatique au glucose : une premiere exposition du pancréas au glucose
conditionne la réponse insulinique des cellules 3 lors d'une stimulation ultérieure par
le glucose lui méme. En effet, suivant la durée et le temps qui s'écoule entre les deux
stimulations, la réponse insulinique a la deuxieme stimulation est soit amplifiée, on
parle de phénomene de mémoire positive au glucose ou TDP (time-dependent
potentiation), soit diminuée, on parle alors de phénomeéne de mémoire négative ou
TDI (time-dependent inhibition). La TDP entre en jeu lorsque la premiére exposition
au glucose est longue (de 20 a 60 minutes chez I'homme) ; au contraire, lorsque la
premiere stimulation est de courte durée (5 minutes) et que le temps séparant les
deux stimulations est bref (5 minutes), on observe une diminution franche de la

sécrétion d'insuline en réponse a la deuxieme stimulation. ©1

Les acides a-aminés sont presque tous capables de stimuler la sécrétion d'insuline.
Toutefois, ils n'ont pour la plupart qu'un role de potentialisation des effets du
glucose : leur capacité de stimulation de la sécrétion d'insuline est d'autant plus
importante que la glycémie est élevée alors que leur influence lors d'hypoglycémie
est insignifiante. L'arginine est l'un des plus puissant potentialisateur de la

sécrétion.”, 109) Toutefois, la leucine et la lysine font exception a la regle : ces acides
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Stimulateurs

Inhibiteurs

Substrats énergétiques

D

Glucose mannose, fructose
Acides Aminés : leucine , lysine,
glutamine, (arginine)

Acides gras

Hormones GIP, CCK, GLP-1, GLP-2,
gastro-intestinales | VIP, Secretine, Glicentine, Gastrin
Hormones Glucagon, NGF, Somatostatine
pancréatiques (Insuline) Miniglucagon, (Insuline)

Autres hormones

Leptine
Hormones de croissance

Neuromédiateurs

Acétylcholine
(récepteur muscarinique)
Catécholamines

(récepteup-adrénergique)

Catécholamines
(récepteun-adrénergique)

Tableau II : Facteurs régulant la sécrétion d’insuline dans les conditions

physiologiques 3.

GIP : Gastric Inhibitory Polypeptide - CCK : cholécystokinine - GLP-1 et GLP-2 :
Glucagon-Like Peptide - VIP : Vasoactive Intestinal Peptide
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a-aminés sont capables de stimuler également la sécrétion de l'insuline méme en
I'absence de glucose 7). Apres son entrée dans la cellule p pancréatique par un
systeme de transport dépendant du sodium (symport), la leucine est métabolisée en
acétoacétyl-coA puis en acyl-coA qui, grace au cycle de Krebs, fournit de 1'ATP,
molécule responsable d'une dépolarisation membranaire a l'origine des flux de
calcium (cf supra). La lysine et l'arginine, quant a elles, induisent directement par

leurs charges positives, la dépolarisation membranaire et donc I'entrée de calcium. ©1)

Dans les conditions physiologiques (hormis une situation d'obésité), les acides
gras non estérifiés (AGNE) et dans une moindre mesure, les corps cétoniques,
potentialisent la sécrétion d'insuline induite par le glucose chez le chien (ainsi que
chez le chat et les ruminants) contrairement a I’homme chez qui ils ont peu d’effet (5.
La longueur de la chaine aliphatique et le degré d'insaturation influent sur leur effet ;
ainsi les acides gras a moyennes et longues chaines, en particulier les acides
linoléiques et linoléniques (82 110) ainsi que l'acide palmitique ©1), amplifient fortement
la réponse insulinique pour des concentrations faibles de glucose (3 mM). Ce
phénomene joue un réle important en particulier au cours de la réalimentation apres
une période de jetine : en effet, les AGNE sont alors en quantité élevée dans le sang et
vont ainsi permettre la reconstitution rapide des réserves énergétiques. ©1)

Les mécanismes cellulaires responsables de cet effet potentialisateur sont encore
discutés. Les hypotheses actuellement proposées place les acyles-coA au coeur du
mécanisme réactionnel. Les acyles-coA sont issus du métabolisme cytoplasmique des
AGNE apres oxydation de ces derniers dans le cytosol par I'acyl-coA-oxydase (7). La
quantité d'acyl-coA présents dans le cytosol est d'autant plus importante que le
glucose intracellulaire abonde. En effet, le métabolisme mitochondrial du glucose
(cycle de Krebs) est responsable d'une augmentation de la concentration
cytoplasmique en citrate. Ce dernier apres action successive de la citrate lyase et de
I'acetyl-coA carboxylase aboutit a la formation de malonyl-coA. Le malonyl-coA ainsi
formé inhibe la carnitine-palmitoyl-transferase I, protéine responsable de l'entrée des
acyl-coA a longues chaines dans la mitochondrie ot ils subissent une p oxydation

aboutissant a la formation d'acétyl-coA suivi par l'entrée de ces derniers dans le cycle
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de Krebs. Ce phénomene d'inhibition est donc a l'origine d'une augmentation de la
quantité cytosolique d'acyles-coA. Les réactions mises en jeu sont schématisées dans
la figure 8. ©1)

Les acyles-coA pourraient favoriser directement I'exocytose des vésicules
sécrétoires en facilitant la fusion des granules de sécrétion avec la membrane
plasmique 1 %), Ils seraient aussi responsables de l'acylation de certaines protéines
dont en résulterait l'activation de voies de signalisation, et vraisemblablement aussi
un role dans 1'adressage de ces dernieres vers des sites spécifiques de la membrane
plasmique ©1).

Les acyles-coA joueraient également le role de ligands de la protéine GPR40. La
GPR40 est une protéine réceptrice capable de se lier a la sous unité Gaq de certaines
protéines G membranaires, et serait responsable apres reconnaissance des AGNE
cytosoliques, d'induire, d'une part, les flux calciques issus a la fois de la
dépolarisation membranaire et du RE, et d'autre part, l'activation de la
phospholipase C dont on a déja évoqué le mécanisme d'action sur la sécrétion. Cette
hypothese est en accord avec les résultats obtenus par Schnell et al. (135. En effet, lors
de l'incubation de cellules B-pancréatiques par divers acides gras de moyennes et
longues chaines’, une augmentation significative de la concentration cytosolique en
calcium est observée, ainsi qu'une sécrétion importante d'insuline. L'administration
d'inhibiteur de la carnitine-acyl-transférase ne modifie pas ces résultats, montrant
ainsi que les AGNEs agissent avant leur métabolisation dans la mitochondrie, donc
soit sous forme d'AGNE (peu probable), soit sous forme d'acyl-coA. L'administration
de bloqueurs du GRP40 entraine une absence quasi-totale d'amplification de la
sécrétion d'insuline et une augmentation nettement moins importante du Ca?*
intracellulaire. Les mémes expériences ont été réalisées avec un AGNE a courte
chaine, I'acide caproique (C6), mais se dernier n'agit ni sur les concentrations en

calcium, ni sur la sécrétion d'insuline. (135

* Acides oléique (C18:1), laurique (C12), linoléique (C18:2), linolénique (C18:2), a-linolénique
(C18-3)
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Figure 8 : Mécanisme d'amplification par le glucose de la concentration en acyl-coA.

ACC : acyl-coA carboxylase - AGNE : acide gras non estérifiés - CL : citrate lyase
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3.2.2. Roles des hormones gastro-intestinales.

Le glucose administré par voie orale induit une libération d’insuline beaucoup
plus importante que le glucose administré directement en intra-veineuse. Ce fait
résulte de la sécrétion par le tube digestif d’hormones, regroupées sous le terme

d'incrétines®), qui stimulent la sécrétion d'insuline.

L’arrivée dans le tube digestif des substrats énergétiques, et en particulier du
glucose, entraine le relargage de nombreuses hormones gastro-intestinales, dont les
plus importantes sont le GIP (Gastric Inhibitory Polypeptide encore appelé Glucose-
dependant Insulinotropic Peptide), le GLP-1 (Glucagon-Like Peptide) et la
cholécystokinine 33 (CCK33).

Le GIP, peptide de 42 acides a-aminés, synthétisé par les cellules K du duodénum
et le GLP-1, produit par les cellules L du jéjunum et de 1'iléon grace a un mécanisme
de clivage protéolytique de la molécule de pré-pro-glucagon, sont sécrétés lors du
passage dans l'intestin du glucose, des acides gras et des acides aminés. La sécrétion
quasi simultanée du GIP et du GLP-1 apres une prise alimentaire, alors que ceux-ci
sont produit dans des régions relativement éloignées, suggere également un
mécanisme indirect impliquant le systéeme nerveux entérique. Le GIP et le GLP-1 se
lient a des récepteurs spécifiques présents a la surface des cellules } pancréatiques
dont l'activation meéne, par des voies encore inconnues, a la stimulation de
I'adénylate cyclase et a la production d'AMPc. Toutefois, le GLP-1 qui est en
concentration élevée dans le tissu intestinal est sans doute l'’hormone gastro-
intestinale qui a le plus de poids sur l'activation de la sécrétion d’insuline(®). L'effet
insulinotrope du GIP et du GLP-1 est observé seulement lors de normo ou
d'hyperglycémie. ©1)

La CCK33, peptide de 33 acides a-aminés, quant a elle, est produite par la
muqueuse duodénale® et libérée lors de l'arrivée dans le duodénum des lipides® ou
bien des protéines et des acides a-aminés(®®, selon les auteurs. La CCK33 agit sur la

sécrétion d'insuline en activant la phospholipase C et la phopsholipase A».
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Le tube digestif sécrete d'autres hormones capables de modifier l'insulinosécrétion
comme le SRIF (somatotrophin-release inhibitor factor)®, le VIP (vasoactive
intestinal peptide), la sécrétine et la glicentine (enteroglucagon) %, mais leur

influence reste trés faible.

3.2.3. Role des hormones et enzymes pancréatiques.

Le glucagon, secrétés par les cellules a des ilots endocrines pancréatiques, et la
somatostatine produite par les cellules & du pancréas, modulent la sécrétion de
I'insuline grace a une régulation paracrine. En effet, le glucagon et les peptides
apparentés (GLP-1 et GLP-2), activent ’adenylate-cyclase qui génere de 'AMPc (2,
et ainsi participent au déclenchement de la sécrétion d’insuline (cf supra). En
revanche, la somatostatine, dont la sécrétion est stimulée par les mémes hormones
que celles qui activent la sécrétion d’insuline, est insulino-inhibitrice; en effet, les
récepteurs de la somatostatine de la cellule B pancréatique (SSTR 2 et SSTR 3),

inhibent I'adényate-cyclase. O

Le role de l'insuline sur sa propre sécrétion reste tres discuté : certaines études
montrent I'existence d'un rétrocontrdle négatif de l'insuline sur sa propre sécrétion,
d'autres un rétrocontrdle positif, et d'autres encore aucun effet de cette derniere.
Toutefois, on peut supposer que l'insuline a un role sur la cellule p pancréatique car
cette derniere possede des récepteurs a l'insuline (RI) ainsi que les protéines IRS-1, 2,
3 et 4. La phosphorylation des IRS, résultant de la fixation de l'insuline sur son
recepteur, est responsable de l'activation de la voie de la PI3 kinase, voie qui module
I'expression de la glucokinase, enzyme qui, rappelons-le, est I'étape limitante dans

I'action intracellulaire du glucose. 8¢

Le "miniglucagon" est un fragment C-terminal résultant du clivage protéolytique
du glucagon dans la cellule a pancréatique et dans ces tissus cibles, et est un
antagoniste puissant des effets du glucagon. En particulier, il inhibe méme a trés

faibles concentrations (< pM) la sécrétion d'insuline. Son mécanisme d'action serait
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N

de fermer secondairement a une hyperpolarisation, les canaux Ca?* voltages
dépendants, suivant une voie de signalisation impliquant les protéines de la famille

des protéines G. OD

Le NGF (Nerve Growth Factor) synthétisé par les cellules 3 joue aussi un role dans
la régulation autocrine de la sécrétion d’insuline en permettant une concentration
intracellulaire importante en sodium et en calcium. Une étude réalisée par Hiriart et
al. 62, a montré une diminution, in vitro, de 50% de la sécrétion d’insuline lors de

I’administration d’anticorps anti-NGF.

La sPLA; (secretory phospholipase A) est sécrétée en méme temps que l'insuline
par la cellule B pancréatique, et a une action autocrine insulino-sécrétrice sur la
cellule méme qui I'a secrétée. En hydrolysant les phospholipides membranaires, cette
enzyme conduit a la formation de lysophospholipides (lysoPL), capables de bloquer
la pompe K* ATP-dépendante et donc d'augmentation la concentration calcique
cytosolique par le mécanisme de dépolarisation membranaire décrit précédemment.
(73)

Cette régulation de type paracrine est facilitée grace a l'existence d’un systeme
porte intra-pancréatique permettant des liens étroits entre les cellules a, et & du

pancréas, qui sont dispersées en ilots au sein du pancréas exocrine. (131)

3.2.4. Roles des autres hormones.

La leptine, hormone produite par les adipocytes et responsable de la satiété,
inhibe la sécrétion et la synthése d’insuline glucose-dépendante (1)) et limite ainsi
I'hyper-insulinémie post-prandiale “”. Nous développerons son action plus tard

(partie B).

Les p-endorphines jouent aussi un role dépendant de leur concentration dans la
régulation de la sécrétion d'insuline : a de faibles concentrations (10-1° a 10-8 mol/1),

elles stimulent la sécrétion alors qu’a fortes concentrations (10-5mol/1), elles I'inhibent

38



9. Toutefois, une étude réalisée in vivo sur des chiens par Radosevich et al. (120),
montre que les opiacés endogenes, certes influent sur la glycémie en I'augmentant,
mais n'ont aucun effet sur la sécrétion d'insuline ; en fait, les [(-endorphines

n'agiraient sur I'homéostasie glucidique qu'en modifiant le métabolisme hépatique.
Les effecteurs du stress, en particulier les cytokines de type TNF-a diminuent la

sécrétion d’insuline. Le CRF (Corticotropin-Releasing factor) inhibe in wvitro la

sécrétion d’insuline mais cela n’a pas était mis en évidence in vivo. 41

3.2.5. Role du systéme nerveux autonome.

Le pancréas est innervé par le systeme sympathique et le systeme
parasympathique. Les fibres nerveuses parasympathiques pré-ganglionnaires et
sympathiques post-ganglionnaires émanent du plexus cceliaque par 1'intermédiaire
de plexus secondaires (190 (Figure 9):

— du plexus hépatique partent des rameaux nerveux destinés au lobe droit et
au corps du pancréas,

— du plexus liénal se détachent des fibres surtout destinées au lobe gauche,

- du plexus mésentérique cranial partent des rameaux destinés au corps et un

peu au lobe droit du pancréas.

Apres énervation du pancréas, les hyper et les hypoglycémies sont corrigées mais
beaucoup plus lentement. Le systeme parasympathique, grace a l'activation des
récepteurs cholinergiques de type muscarinique, stimule la sécrétion d’insuline
pendant le repas, anticipant ainsi I'hyperglycémie post-prandiale et permet donc une
régulation rapide de la glycémie. Le systéme sympathique, stimulé en particulier lors
de stress ou d’exercice, quant a lui, a un double effet : 'action des catécholamines sur
les récepteurs ar-adrénergiques inhibe la sécrétion en diminuant la quantité d’AMPc
disponible, alors que I'activation des récepteurs 2-adrénergiques stimule la sécrétion

d’insuline. ) (Figure 10)
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Figure 9 : Schématisation de l'innervation du pancréas du chien (d'aprés Baronne R.

(12).
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Figure 10 : Schématisation de la régulation de la sécrétion de l'insuline par le systeme
nerveux autonome (3.
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L’innervation par le systeme nerveux autonome est régulée par 1'hypothalamus,
centre nerveux gluco-sensible, qui intervient dans les sensations de faim et de satiété
directement modulée par la leptinémie ™: la partie ventro-médiale régule le
systeme nerveux sympathique et la partie ventro-latérale, le systeme nerveux

parasympathique 9.

3.3. Coopération entre les cellules f3. ®»

Bien que chaque cellule B pancréatique soit équipée de son propre systeme de
couplage stimulus-sécrétion, une réponse efficace a une hyperglycémie nécessite la
réponse coordonnée de l'ensemble des cellules  des ilots. De nombreuses preuves
expérimentale in vitro et in vivo de cette réponse coordonnée sont décrites. Ceci est du
a l'existence de jonctions lacunaires (gap jonctions) de la famille des connexines, et en
particulier les connexines 32 et 36. Ainsi, les cellules P dispersées expérimentalement
montrent une expression trés faible du gene de l'insuline, un niveau de base de
sécrétion et une réponse sécrétoire au glucose trés réduite; le rétablissement des

connections cellulaires rétablit le niveau de biosynthése de I'hormone.

Dans la gamme des concentrations physiologiques, 1'amplitude de la réponse
insulinique est proportionnelle a la glycémie selon une relation sigmoide. Cela
résulte du fait que I'élévation de la concentration plasmatique en glucose recruterait
un nombre croissant de cellules B, hétérogenes sur le plan fonctionnel. Ainsi, il
existerait des sous-populations de cellules B dont la sensibilité au glucose serait
différente, les plus actives étant recrutées aux concentrations les plus faibles et les

moins actives ne répondraient aux concentrations plus élevées.

3.4. Dynamique de la sécrétion d’insuline.

La sécrétion d’insuline par le pancréas n’est pas vraiment continue : en 1922, K.

Hansen étudie la concentration sanguine en glucose et met en évidence des
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oscillations rapides et lentes de la concentration périphérique de ce substrat %8); un

demi-siecle plus tard, des oscillations de la concentration en insuline sont détectées

(116),

La sécrétion d'insuline est un processus dynamique complexe au cour duquel se
superposent des oscillations rapides et des oscillations ultradiennes” (Figure 11). Les
oscillations rapides sont dues, entre autre, a des oscillations des concentrations
intracellulaires calciques résultant de la dépolarisation membranaire K+
dépendante®® et elles permettent une sécrétion simultanée de tous les ilots
pancréatiques. Chez le chien, la sécrétion basale d’insuline suit un rythme oscillatoire
de 7 a 8 minutes par pulse soit 7 a 9 pulses par heure ; lors de 'augmentation de la
glycémie, la fréquence augmente a 4-5 minutes par pulse ainsi que l'amplitude,
constituant alors les oscillations dites ultradiennes (116). Cette propriété apparait
comme étant une propriété intrinséque de la cellule B pancréatique, car elle est

conservée in vitro lors des expériences utilisant des pancréas isolés perfusés (1.

La sécrétion d’insuline en réponse a l'ingestion de glucose est biphasique. La
premiere phase résulte tout d’abord de I’action de I'hypothalamus qui intervient tres
rapidement (moins de 2 minute apres le repas) mais n’augmente la concentration
plasmatique en insuline que d’environ 35 pmol/l. Puis, 5 a 10 minutes apres, c’est la
glycémie qui stimule l'exocytose des vésicules matures contenant l'insuline. La
deuxieme phase, quand a elle, résulte de la sécrétion et de la synthese d’insuline et

atteint un pic de sécrétion 2-3 heures apres le repas. 2 (Figure 12)

“Le rythme ultradien est un rythme biologique se présentant avec une fréquence
pluriquotidienne donc plus rapide que le rythme circadien.
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Figure 11 : Apercu des oscillations rapides et ultradiennes de la sécrétion d’insuline.
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Figure 12 : Schéma de la variation de l'insulinémie au cours du temps et stimuli

majeurs mis en jeu apres ingestion de glucose a t=0 min.
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4. Devenir de I'insuline sécrétée.

4.1. Transportsanguin.

L’exocytose des vésicules matures entraine la libération de l'insuline, de la pro-
insuline résiduelle et du peptide C" dans le plasma, oi1 ils circulent sous forme libre,
non liée a des protéines. Du réseau capillaire pancréatique, ils rejoignent la veine
porte par lintermédiaire des veines liénales, pancréatico-duodénales et
éventuellement la veine mésentérique craniale (191). Ainsi, l'insuline est acheminée
directement au foie, son premier tissu cible, qui en préleve une fraction importante ,
jusqu’a 50% (1% 20), avant de gagner la circulation générale. L'insuline quitte ensuite le
circuit sanguin par les pores des capillaires et diffuse de maniere passive dans le
milieu intercellulaire. Plusieurs études in vitro ont soulevé 'hypothése de I'existence
d'un transport actif saturable via un transporteur endothélial qui permettrait le
passage de I'insuline du secteur vasculaire au secteur extra-vasculaire, mais aucune

étude in vivo n’a pu mettre ce fait en évidence a ce jour 7).

Pour une glycémie a jeun dans les valeurs usuelles (3,3 a 6,7 mmol/1), les valeurs
usuelles de l'insulinémie basale chez le chien sain sont 62,50-222,24 pmol/1 ®8), 69,45-
277,80 pmol/1 ®4), et 416,7-1111,2 pmol/1 113 selon les études, bien que la méme
technique de dosage (radio-immunodosage) ait été utilisée. Cette disparité entre les
valeurs bibliographiques traduit l'absence de valeurs usuelles établies de

l'insulinémie dans 1'espéce canine.

4.2. Dégradation de I'insuline.

La dégradation de l'insuline est réalisée par toutes les cellules possédant un
récepteur a l'insuline (RI), et intervient quasi-simultanément a son utilisation ; ainsi

son temps de demi-vie est tres court (de 4 a 560 68) voire 6(102 minutes selon les

" Le peptide C est le seul marqueur utilisable pour la mise en évidence d'un sécrétion
résiduelle d’insuline chez le diabétique sous insulino-thérapie “3.
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auteurs chez le chien). Ce processus est régulé et joue un role trées important dans le

contrdle de I’action de I'insuline en 'inactivant.

L'insuline liée au RI peut soit retourner dans la circulation générale et étre
réutilisée par une autre cellule, soit étre dégradée directement par la cellule
utilisatrice. Les lieux de dégradation sont multiples: membrane plasmique, ou
cytoplasme (lysosome, cytosol, noyau, Golgi,...) apres internalisation de l'insuline
liée au RI activé. L'internalisation du complexe insuline/récepteur nécessite
l'activation par auto-phosphorylation de ce dernier ®. L’insuline peut aussi étre
internalisée non liée au RI par pinocytose, et ce mode d’internalisation est d’autant
plus important que la concentration locale en insuline est élevée. La dégradation de
I'insuline est catalysée par I'IDE" (Insulin Degrading Enzyme), metallo-
endopeptidase dépendante du zinc présente dans la membrane plasmique et le
cytoplasme, qui permet le clivage de la chaine p en de multiples points. Les ponts
disulfures sont clivés quand a eux par la PDI" (Protein Disulfide Isomerase). Les
fragments de chaines [ ainsi créés participeraient selon certaines études a l’activité
de l'insuline. D’autres protéinases comme la Cathepsine D, actives a pH acide,
peuvent aussi dégrader 'insuline contenue dans les lysosomes. Les produits de la
dégradation (chaine a et fragments de chaine p) sont ensuite relargués par exocytose
dans le milieu extracellulaire en méme temps que les RI sont recyclés. La dégradation
de I'insuline est augmentée par 1'cestradiol et la progestérone (ainsi que sa liaison au

RI), alors que la testostérone I'inhibe. ©°)

Le foie est I'un des plus gros consommateur d’insuline ; il préléve a lui tout seul
jusqu'a 50% de l'insuline portale, mais une forte proportion de cette insuline se
détache des RI de ce dernier et rejoint la circulation périphérique ou elle sera
réutilisée. Les cellules de Kiipfer contribuent a la dégradation de 15% de l'insuline

totale par pinocytose indépendante du RI. (102

* L'IDE est aussi nommeée insulinase, insuli-degrading enzyme, insulin protease, FLJ35968,
insulysine, insulinin glucagon protease, insulin-specific protease. (¢4
* PDI était anciennement nommée enzyme glutathione insulin transhydrogenase.(6)
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Les reins éliminent 50% de l'insuline périphérique selon deux mécanismes : par
filtration glomérulaire et par réabsorption tubulaire proximale suivie d'une
dégradation intra-cellulaire. La clairance glomérulaire de l'insuline résulte d’une
diffusion passive non spécifique et d'une diffusion active par transporteur spécialisé.
Apres entrée dans la lumiere tubulaire, 99% de l'insuline filtrée est réabsorbée par les
cellules tubulaires proximales grace a un mécanisme de pinocytose. L’insuline
réabsorbée est ensuite détruite par les IDE et PDI. Le rein est aussi le site privilégié
de la dégradation de la pro-insuline circulante et surtout du peptide C dont 70% est

éliminée par cette voie. (102)

5. Effets de l'insuline sur l’organisme.

L’insuline joue un role anabolique majeur au niveau de 1'organisme, dans la mise
en réserve et l'utilisation des substrats énergétiques, et en particulier du glucose,
permettant ainsi une diminution de la glycémie. L'insuline exerce également des
fonctions pléiotropiques sur le métabolisme protéique, la multiplication cellulaire,

I'apoptose et le développement embryonnaire.

5.1. Meécanisme d’action de l'insuline.

5.1.1. Initiation du signal insulinique.

L’ensemble des effets de I'insuline résulte de sa liaison a un récepteur spécifique,
le récepteur de 'insuline (RI) principalement localisé sur la membrane cellulaire des
cellules musculaires squelettiques, hépatocytes et adipocytes. Le RI est composé de
deux sous-unités a, extracellulaires, reliées par des ponts di-sulfures a deux sous-

unités P, transmembranaires et intra-cytoplasmiques.
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Chaque sous-unité a possede un domaine de reconnaissance de l'insuline ; une
seule molécule d’insuline, en se liant avec une haute affinité sur I’une des deux sous-
unités a, va permettre d’activer compléetement le récepteur. En 1'absence d’insuline,
les sous-unités a exercent une contrainte inhibitrice et maintiennent le récepteur en
configuration inactive. La liaison de ’hormone au RI permet un rapprochement des
deux sous-unités P et l'activation du récepteur. Chaque sous-unité  posséde un
domaine intrinseque a activité tyrosine-kinase intracellulaire et une boucle
régulatrice qui occlut le site catalytique tyrosine kinase le maintenant ainsi a I'état
inactif. Lors de l'activation du récepteur, la liaison de I’ATP au RI sur la lysine en
position 1030 de la chaine 3 15 37), permet le dépliement de cette boucle et sa trans-
phosphorylation (c’est-a-dire la phosphorylation, d'une sous-unité p par 1'autre, des
résidus tyrosyles 1146, 1150 et 1151). Le domaine tyrosine kinase est alors
completement activé et peut ainsi phosphoryler d’autres tyrosines présentes sur les
chaines P, conduisant a une auto-phosphorylation du récepteur, mais aussi a la

phosphorylation de protéines substrats. 29 (Figure 13)

5.1.2. Transduction du signal insulinique.

La transmission du signal insulinique met en jeu des modules protéiques tels que
les IRS 1 et 2 (Insulin Receptor Substrate) qui interragissent avec la tyrosine 9602 ou
97200 du RI selon les auteurs. La phosphorylation, consécutive de leurs résidus
tyrosyles conduit a I'établissement d'interactions physiques entre les IRS et des
protéines relais dont les principales sont la PI3 kinase, les protéines adaptatrices Grbz
(growth factor receptor-bound protein 2) et Crkll, la tyrosine-kinase Fyn et la
phosphotyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain protein tyrosine phosphatase-2).
Deux voies principales sont mise en jeu par l'intermédiaire de ces protéine relais : la

voie de la phosphatidyl-inositol 3 (PI3) kinase et la voie des MAP kinases. (20)
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Figure 13: Schéma du récepteur de l'insuline

1 : Fixation de l'insuline au récepteur - 2 : Rapprochement des sous-unités - 3 : Dépliement de la boucle par liaison a I' ATP sur la lysine 1030 -
4 : Transphosphorylation d'une sous-unité par l'autre permettant I'activation des tyrosines kinases en position 1146, 1150, 1151.



* Voie de la PI3 kinase (Figure 14)

La PI3 kinase activée par 1'IRS131), 2(20) ou 3(121), agit ensuite sur les PDK1 voire la
PDK2 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase) et la PKB (encore nommée
Akt). Cette derniére va a son tour phosphoryler et activer d'autres protéines relais
impliquées principalement dans les effets métaboliques de I'hormone, en stimulant le
catabolisme du glucose au détriment de son anabolisme. Ainsi, la phosphorylation
de la GSK3-B (glycogene synthase 3 kinase-f3) favorise la glycogénogenese ; la kinase
p70s6k (ribosomal 70 kDa protein S6 kinase(1>¥) et la kinase mTor (mammalian target
of rapamycin) qui active spécifiquement le facteur 4E-BP1 (4E binding protein 1),
participent a l'activation des syntheses protéiques en augmentant le niveau général
de la traduction des ARNm ; la phosphorylation des facteurs de transcription de la
famille des Forhead, tels que FKHR (agent activateur de la transcription du gene de
la phosphoénolpyruvate carboxykinase, enzymes clés de la néoglucogenese),
entraine leur rétention dans le cytosol et indirectement prévient la transcription des
genes spécifiques de la néoglucogénese ; l'activation de la PDE-3B®)
(phosphodiestérase 3B) a un effet anti-lipolytique ; la phophorylation du facteur pro-
apoptotique Bad désactive se dernier, inhibant ainsi l'apoptose. (20)

L'effet principal de linsuline sur les cellules insulino-sensibles est une
augmentation en quelques secondes de la perméabilité cellulaire au glucose, permise
par la migration des transporteurs du glucose de type GLUT-4 (présents dans les
cellules musculaires et les adipocytes) du cytoplasme vers la membrane plasmique.
Lors de 'action de I'hormone, les transporteurs GLUT-4, stockés dans les vésicules
intracellulaires migrent tres rapidement vers la membrane plasmique et favorisent la
pénétration intracellulaire du glucose. Une voie dépendante de la PI3 kinase et
passant par l'activation de protéines kinases dont la protéine kinase B (PKB), permet,
par un mécanisme encore inconnu, vraisemblablement par l'intermédiaire de la
protéine PKC &?0), la levée du signal de rétention qui maintenait les vésicules
contenant les transporteurs du glucose GLUT-4 au niveau du réseau trans-golgien.
Ainsi, cette voie entraine la polymérisation des microfilaments d’actine F, et
I'activation d'un systeme de reconnaissance vésicule/membrane plasmique

permettant ainsi la fusion des vésicules de GLUT-4 a la membrane). L’expression
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Figure 14 : Transduction et effets du signal insulinique par la voie de la PI3 kinase
(D'apres Capeau J. (20)).

4E-BP1: 4E binding protein 1 - Bad: Bcl-xL/Bcl-2 associated death promoter - FKHR:
forkhead related transcription factor® - GSK3-f: glycogenase synthase 3 kinase®) - IRS:
Isulin receptor substrate - mTor: mammalian target of rapamycin - p70sék: ribosomal 70
kDa protein S6 kinase - PDE-3B: phosphodiestérase 3B - PDK1 et 2: 3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1 et 2 - PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase - PKB: protéine
kinase B - PKC ¢ : protéine kinase C § - RI: Récepteur a l'insuline



des transporteurs GLUT-4 est augmentée par la leptine, ce qui accroit la sensibilité
des cellules musculaires a 1l'insuline(®). Lorsque la quantité d’insuline circulante

diminue, les GLUT-4 retournent dans le cytosol®®).

* Voie des MAP kinases (Figure 15)

La liaison de la protéine adaptatrice Grbz a I'IRS permet d'activer la voie des MAP
kinases. La Grb, phosphorylée active le facteur d'échange nucléotidique SOS (son of
sevenless) qui a son tour agit sur la Ras (rat sarcoma viral oncogene homolog(121),
petite protéine G de 21 kD de la membrane plasmique, en stimulant 1'échange du
GDP contre le GTP. Ras active la kinase Raf qui active a son tour la MEK (MAP
kinase kinase), protéine responsable de l'activation par phosphorylation des MAP
kinases ERK1 et ERK2 (extracellular signal-regulated kinase). ERK1 et 2 activent alors
la kinase p90rsk impliquée dans la synthese protéique ainsi que la p62T<F stimulant
ainsi la prolifération et la différentiation cellulaire. (20,121)

L'IRS n'est pas le seul impliquée dans la phosphorylation des facteurs généraux de
régulation de la transcription : la phosphorylation de Shc (src homology and collagen

protein) par le RI en est aussi capable. (20.121)

Par des mécanismes non élucidés a I'heure actuelle, l'insuline active,
vraisemblablement par une voie faisant intervenir une PKC ?7), la pompe Na+/K+-
ATPase, forgant ainsi une entrée du potassium dans les cellules (2 K* entrent dans la

cellule, 3 Na* en sortent) (112),

De nombreuses études, dont celle de Guidotti et al. 5, ont mis en évidence les
effets de l'insuline sur l'entrée des acides a-aminés dans les cellules. En effet,
l'insuline favorise la pénétration intracellualire de nombreux acides a-aminés a
I'exception de la leucine, la phenyl-alanine et la lysine. Grace a d’autres mécanismes
qui ne seront pas développé ici, 'insuline peut aussi faciliter 1'entrée dans la cellule

du phosphate et du magnésium.
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Figure 15 : Transduction et effets du signal insulinique par la voie des MAP kinases
(D'apres Capeau J. 20).

ERK 1 et 2: extracellular signal-regulated kinase 1 et 2 - Grbz: growth factor receptor

bound protein 2 - IRS: insulin receptor substrate - MEK: MAP kinase kinase - p62T¢F:

kinase p62TCF - p90rsk: kinase p90rsk - Raf 1: - Ras: rat sarcoma viral oncogene homolog - RI:
récepteur a l'insuline - SOS: son of sevenless
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5.1.3. Fin du signal insulinique.

La fin du signal insulinique implique la dégradation de 1’hormone apres
internalisation des complexes insuline/RI dans des endosomes. La majorité des
récepteurs sont recyclés, alors que les récepteur dégradés sont remplacés par des
récepteurs nouvellement synthétisés afin que leur nombre, a la surface de la cellule,
soit maintenu constant 3. Le recyclage des RI consistent en la déphosphorylation
des résidus tyrosyles du récepteur et des protéines IRS grace a des tyrosines
phosphatases (PTP) telles que la PTP:B cytosolique ancrée sur le RE 0) et la LAR
(leukocyte common antigen-related molecule) membranaire 3. D'autres protéines
comme la protéine adaptatrice Grbi4, inhibent, sans déphosphoryler le RI, I'ancrage

de Shc et des IRS sur ce dernier (70).

De plus, I'IDE serait capable de se complexer avec certains organites
cytoplasmiques, en particulier les protéasomes, les récepteurs des androgenes et ceux
des glucocorticoides et possiblement les peroxisomes. L'IDE, activé par l'insuline,
stimulerait ainsi les protéasomes en augmentant leur capacité protéolytique et
favoriserait la liaison des récepteurs des stéroides a I'ADN. L'action de I'IDE sur les
peroxisomes n'est pas connue. En revanche, l'insuline induit une diminution de la
dégradation des protéines, une inhibition de la 3 oxydation des acides gras et régule
négativement les effets géniques des récepteurs des hormones stéroides (cf supra) et
s'oppose donc aux effets de I'DE. Ainsi, la formation d'un complexe IDE/organites,

secondaire a la dégradation de 1'insuline, permettrait de stopper le signal insulinique.

(36)
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5.2. Effets spécifiques de I'insuline sur les principaux tissus
cibles.

5.2.1. Effets sur le foie.

Les effets hépatiques de l'insuline sont principalement observés pendant la
premiere phase de la sécrétion hormonale et ne sont que faiblement induits durant la

deuxiéme phase, pourtant plus prolongée (24 32),

Un des effets les plus importants de I'insuline sur le foie, est la stimulation de la
glycogénogenese dans les cellules hépatiques. Les enzymes clés qui sont activées et
stimulées par l'insuline sont les glucokinases, qui phosphorylent le glucose en
glucose-6-phosphate, et la glycogene-synthétase pour former le glycogene. En méme
temps, I'insuline inhibe les enzymes responsables de la néoglucogenese (Glucose-6-
phosphatase, fructose 1.6 diphosphate phosphatase, pyruvate carboxylase et
phospho-énolpyruvate carboxykinase) et de la glycogénolyse (glycogene
phosphorylase). En activant la phospho-fructo-kinase et la pyruvate-kinase,
I'insuline stimule la glycolyse d'une infime partie du glucose en exces dans la cellule.
Simultanément, I'insuline diminue les concentrations intra-hépatocytaires d’acides a-
aminés et inhibe les enzymes responsables de la gluconéogenese afin de limiter la

concentration cellulaire en glucose. )

Quand la quantité de glucose excéde les besoins métaboliques et la capacité de
stockage, l'insuline stimule la conversion du glucose excédentaire en acides gras et
triglycérides (lipogénése), en inhibant la carnitine acyl-transférase (enzyme clé du
catabolisme intramitochondrial des acides gras permettant leur transfert dans la

mitochondrie). (%%
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5.2.2. Effets sur les muscles striés (95)

Quantitativement, la masse musculaire est le plus grand tissu cible de I'insuline et
le site majeur de dépots des nutriments en exces. L'insuline stimule la consommation
par le muscle d'une grande quantité du glucose circulant et, dans une moindre
mesure, des acides a-aminés. Une grande partie du glucose entrant dans les
myocytes, est stocké sous forme de glycogéne grace a I'activation par I'insuline de la
glycogene synthase. Le reste du glucose est catabolisé au cours de la glycolyse, du
cycle de Krebs, etc..., ce qui participe entre autre a la formation de la créatine

phosphate, forme de réserve d’énergie rapidement utilisable par le muscle.

Lorsque la concentration sanguine en acides a-aminés est élevée, le muscle devient
le site majeur de leur stockage. L'insuline stimule le transport actif des acides a-
aminés circulants a travers la membrane cellulaire des myocytes et promeut les
syntheses protéiques dans les myocytes et les autres cellules. L'insuline est aussi un
inhibiteur potentiel de la protéolyse. Les mécanismes d’action de l'insuline sur les
acides a-aminés restent néanmoins peu connus.

Cette capacité de l'insuline a stimuler les synthéses protéiques la rend autant
indispensable a la croissance de l'organisme que I'’hormone de croissance. En effet,
un défaut de sécrétion d’insuline et d’hormone de croissance pendant la croissance,
entraine un arrét de cette derniere. Si 'hormono-thérapie n’est réalisée qu’avec 1'une
des deux hormones défaillantes, 1’effet sur la croissance reste trés faible, mais si ces
deux hormones sont administrées simultanément, la croissance reprend. L’insuline et

I"hormone de croissance agissent donc en synergie.

5.2.3. Effets sur le tissu adipeux

Un autre site d’action majeur de l'insuline est le tissu adipeux, dans lequel elle

stimule la formation et le stockage des graisses sous forme de triglycérides.
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Elle permet la capture du glucose sanguin par l'adipocyte, son utilisation dans la
glycolyse, conduisant a 1'obtention d'acétyl-coA par décarboxylation oxydative du
pyruvate et I'oxydation de ce dernier dans le cycle de Krebs. Ainsi, les concentrations
des intermédiaires métaboliques, dont le citrate, augmentent, rendant ainsi possible
des transferts de substrats entre les différents compartiments cellulaires. Le citrate
mitochondrial en exces est, en effet, échangé contre du L-malate d'origine cytosolique
grace a la présence d'un antiport membranaire citrate/malate. Dans le cytosol, le
citrate subit une scission oxydative catalysée par la citrate lyase qui libere de
l'oxaloacétate et de l'acétylcoA. Cette derniére molécule est les précurseur de la
lipogénese (formation d'acides gras non estérifiés (AGNE)). De plus, l'insuline
stimule de nombreuses enzymes impliquées dans cette voie métabolique (pyruvate
déshydrogénase(1%4), acétyl-coA carboxylase(14) et acide gras synthase(148)). Elle
favorise ensuite I'estérification des acides gras (issu de la synthese de novo et du sang)

sur le glycérol-3-phosphate et la formation de triacylglycérols (Figure 16). (17,114

Bien entendu, comme dans toutes les autres cellules de l'organisme sensibles a

l'insuline, cette derniére y a un effet inhibiteur de la lipolyse.

5.3. Conséquences sur la composition biochimique du sang.

Grace a l'action de 'insuline en particulier sur le foie, les muscles striés et le tissu
adipeux, l'insuline permet le maintien de la glycémie chez le chien sain en dessous
d'une valeur seuil de 5,6 mmol/I®) a 7,28 mmol/106 103)  selon les auteurs.
Parallélement, elle limite, dans une moindre mesure, les concentrations sanguines en
acides a-aminés, acides gras, et corps cétoniques, et elle exerce aussi une action

hypokaliémiante.

Les principaux effets de I'insuline sur les tissus cibles sont résumés dans le tableau

I1I.
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Figure 16 : Mécanisme de stimulation de la lipogenése par 1'insuline.

Les enzymes stimulées par l'insuline sont en rouge.
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e

Principaux effets de I'insuline
Tissu cible | Métabolisme glucidigueMétabolisme lipidique| Métabolisme protéiqt
-stimulation de la glycolyse | -stimulation de la lipogenése-stimulation des synthéses
-stimulation de la -diminution de la synthése | protéique
. glycogénogenése des corps cétoniques
Foie -inhibition de la
néoglucogenese
-inhibition de la
glycogenolyse
-stimulation de la glycolyse | -augmentation de la -augmentation du
) -stimulation de la consommation des corps | catabolisme des acides
Tissu glycogénogenése cétoniques aminées
. -diminution de la -augmentation des synthese
musculaire consommation des acides | protéiques
gras
augmentation de la consommation de K
-augmentation de la -stimulation de la synthése
consommation de glucose: | d’acide gras
Tissu adipeuxstimulation de glycolyse, | -stimulation de la lipogenese
stimulation de la synthése deinhibition de la lipase
glycérol-phosphate hormono-sensible
augmentation de la consommation de K
.| baisses de la glycémie
Concentration des concentration en acidemminés
. des concentrations en acides gras
sanguine des concentrations en corps cétoniques
de la kaliémie

Tableau III : Hiérarchisation des principaux effets de I'insuline sur les tissu cibles en

fonction de la disponibilité en substrat ©3).
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6. Conclusion sur les principaux acteurs de la variation de
I'insulinémie (figure 17).

Il existe une relation tres étroite entre la concentration circulante des nutriments et
des substrats énergétiques, et notamment le glucose, et la sécrétion d'insuline, selon
une boucle de régulation élémentaire : les substrats circulants (glucose en chef de file,
acides aminés, acides gras non estérifiés, corps cétoniques) stimulent la sécrétion
d'insuline qui en retour abaisse leurs concentrations plasmatique.

L’insulinémie dépend donc :

de la glycémie qui induit directement la synthese et la sécrétion de I'insuline,

de la réponse cellulaire au stimulus insuline qui exerce un rétrocontrole négatif sur
la sécrétion de l'insuline en diminuant la glycémie,

et de la dégradation de I'insuline.
Toute modification de I'un de des 5 facteurs (glycémie, synthéese, sécrétion, réponse
cellulaire, dégradation de l'insuline) est susceptible d’induire une insulinémie

anormale.

Nous allons maintenant étudier l'influence de 1'obésité sur ces cinq axes et ces

conséquences sur l'insulinémie.
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Synthese Utilisation de
d’insuline insuline
Sécrétion Dégradation de
d’insuline I'insuline

INSULINEMIE

Figure 17 : Les principaux acteurs de la variation de I'insulinémie
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B. Influence de I’obésité sur I’insulinémie.

1. Modifications biochimiques et physiologiques associées a
I'obésité.

1.1. L’obésité : un état inflammatoire chronique.

Le tissu adipeux blanc est un organe endocrine qui joue un role majeur dans la
physiologie de l'immunité et la physiopathologie de l'inflammation grace a sa
capacité a synthétiser et a sécréter des hormones pro-inflammatoires appelées
adipokines, hormones responsables d’une induction de marqueurs plasmatiques de
I'inflammation. Plusieurs faits suggerent 1'existence d'une inflammation a bas bruit
au cours de 1'obésité, en particulier 1'élévation des concentrations plasmatiques de
CRP (C-Reactive Protein), de TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha), d’'IL-6
(InterLeukine-6) ainsi que d’autres marqueurs de l'inflammation. Ainsi, chez les
animaux obeses, ces hormones sont responsables d'un état inflammatoire chronique
de faible intensité; a l'inverse, une réduction pondérale est associée a une

normalisation de ces marqueurs. 42

En effet, le tissu adipeux est composé de différents types cellulaires incluant les
adipocytes, les cellules stromales vasculaires, les macrophages, les cellules
endothéliales et les fibroblastes (3. Ces divers types cellulaires sont, certes,
impliqués dans le métabolisme lipidique, mais aussi dans le phénomene
inflammatoire associé a 1'obésité. Ainsi, plusieurs adipokines pro-inflammatoires
sécrétées par les adipocytes sont susceptibles d'interférer avec le métabolisme

insulinique. Citons entre autres :

- le TNF-a, principalement produit par les macrophages et les lymphocytes,
mais aussi, dans une proportion plus réduite par les adipocytes ou les cellules

endothéliales, généralement en réponse a un dommage cellulaire, tel que celui créé,
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par exemple, par une surcharge lipidique. Sa libération est stimulée par plusieurs
autres médiateurs, comme l'interleukine 1 ou les endotoxines bactériennes (). Chez le
chien, contrairement a 1'homme, le TNF-a surexprimé dans le tissu adipeux lors
d'obésité, est responsable d'une augmentation sensible de la concentration circulante
de TNF-a (#2 46). De plus, le TNF-a inhibe la protéine Gia (en particulier l'isoforme
Giia) dont le role principal est de limiter la lipolyse adipocytaire basale en inhibant
I'adénylate-cyclase (9. Ainsi, le TNF-a est un agent stimulateur de la lipolyse
adypocytaire dont en résulte, en particulier, une augmentation des AGNE

intracellulaires 45 128),

- I'Interleukine-6 (IL-6), est une cytokine produite par de nombreuses cellules
dont les monocytes et macrophages, les fibroblastes, et les cellules endothéliales4). I1
a été démontré chez I'homme qu'en l'absence de processus inflammatoire aigué, 15 a
30% de la concentration circulante en IL-6 pouvait étre attribués au tissu adipeux et
en particulier au tissu adipeux viscéral “2. En l'absence de données chez le chien,
nous pouvons toutefois supposer que la concentration circulante d'IL-6 chez cette

espéce est elle aussi augmenté lors d'obésité.

- I'Adiponectine’, est une protéine fortement exprimée dans le tissu adipeux en
particulier sous-cutané. L'adiponectémie est toutefois inversement proportionnelle
au degré d'obésité; sa synthese est induite entre autre par la leptine et est inhibée par
le TNF-a, IL-6 et IL-1, les catécholamines et la testostérone. Elle aurait des propriétés
anti-inflammatoires résultant d'effets anti-TNF-a. En effet, des études réalisées in
vitro ont montré qu'en présence d'adiponectine, la production de TNF-a par les

macrophages était nettement diminuée. (42

- le MCP-1 (Monocyte Chemottractant Protein-1), est un facteur de recrutement
des monocytes circulants 3 42). L'expression de MCP-1 dans le tissu adipeux est

augmentée, 1 semaine apres un régime riche en graisse(®).

* L'adiponectine est aussi nommée ACRP30 (Adipocyte Complement-Related Protein of
30kDa) ou adipoQ chez la souris, et APM1 (AdiPose Most abundant gene transcript 1) chez
I'homme ©.
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- la Résitine, est une molécule exclusivement sécrétée par les adipocytes, en
particulier lors d'obésité (141) . Toutefois, plusieurs équipes ont observé une chute de
l'expression du gene de la résistine dans plusieurs modeles d'animaux obeses ¢2).
Cette molécule a été découverte récemment au cours d'une étude sur un médicament
anti-diabétique (Stepan et al., 2001) (141), et outre son rdle sur la résistance a l'insuline
(141) sur lequel nous reviendrons plus tard, la résistine inhibe la différenciation

adipocytaire (78).

- I'Adipsine, encore appelée Protéine D du complément, est une enzyme de
type serine protéase responsable du clivage du facteur B du complément lorsque
celui-ci est complexé au facteur Cs. Le facteur Csa ainsi obtenu devient apreés action
d'une carboxypeptidase plasmatique de I'ASP (Acylation-Stimulating Protein) (146),
Cette derniere stimule la synthese des triglycérides dans les adipocytes en favorisant
'entrée du glucose grace a une activation de la translocation des transporteurs GLUT
4 vers la membrane cytoplasmique, ainsi qu'en activant la diacylglycérol transférase,
enzyme impliquée dans la synthese des triglycérides (77 9% 146). Chez les animaux
obeses une diminution du nombre de sites de liaison pour I'ASP et une diminution

de l'affinité pour les récepteurs de I' ASP ont été observées (130,

Bien d'autres adipokines, inflammatoires ou non, sont secrétées par les adipocytes
(Figure 18), mais comme elles n'interviennent pas de maniere significative dans le

métabolisme insulinique, elles ne seront pas abordées ici.

L’étude des modéles murins a permis la mise en évidence de variations de
l'expression de différentes protéines diies essentiellement a wune infiltration
macrophagique accrue du tissu adipeux blanc. Au cours de l'obésité, ces
macrophages paraissent responsables d’une grande partie de la synthese du TNFa
présent dans le tissu adipeux, ainsi qu'une partie significative de celle des IL-6 et de
I'INOS (inductible azote monoxyde synthase). La présence d'un excés de
macrophages pourrait correspondre a la cause et/ou a la conséquence de 1'état

d’inflammation chronique associé a 1’obésité. (42
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Leptine
TNF-a

PAI-1, Haptoglobine,
serum amyloide A

Tissu

IL -1, IL -6, : NGE
IL-10, TGH adipeux blanc VEGFE
MCP-1,
MIF, IL-8 B, C3,

Adipsine/ASP

Adiponectine
Résistine

Figure 18 : Cytokines sécrétées par les adipocytes (D'apres Trayhurn P. et al (144)).

En gras, les cytokines intervenant dans le métabolisme insulinique.
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1.2. Obésité et hyperleptinémie.

Les concentrations plasmatiques en leptine, hormone secrétée presque
exclusivement par les adipocytes, ainsi que l'expression de son ARNm dans le tissu
adipeux, sont trés étroitement associées au degré d'obésité et en particulier a la masse

graisseuse sous-cutanée.(*?)

La leptine permet la communication entre les tissus périphériques et le systeme
nerveux central, notamment les centres de la faim et de la satiété, en vue d'une
régulation coordonnée de la prise alimentaire et des dépenses énergétiques. Grace a
l'existence de transporteurs de la leptine au niveau de la barriere hémato-méningée,
la leptine est prélevée de la circulation sanguine générale et se retrouve dans le
liquide cérébro-spinal d'ot elle peut agir directement sur I'hypothalamus ; ainsi la
leptine inhibe, en agissant sur I'hypothalamus, la prise alimentaire, et stimule les
dépenses énergétiques en agissant sur les tissus périphériques. Lors d'obésité, le
nombre de transporteurs fonctionnels a la leptine est considérablement diminué
(I'obésité en est la conséquence par manque de satiété), augmentant ainsi la
concentration circulante de leptine. 1)

Le nombre de transporteurs de la leptine est variable au cours de la vie. Ainsi,
chez le jeune en croissance dont les besoins métaboliques sont énormes, on observe

beaucoup moins de transporteurs que chez les animaux plus agés. (105

Outre son effet sur le systeme nerveux central (hormone de la satiété) et sur le
pancréas (cf infra), la leptine est capable de controler la production du TNF-a et
l'activation des macrophages et en particulier leur diapédese; ainsi, plusieurs auteurs
ont rapporté une augmentation de la réponse pro-inflammatoire dans les situations

d'hyperleptinémie.“?)
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1.3. Obeésité et hyperlipidémie.

Le terme d'hyperlipidémie désigne une augmentation de la concentration
plasmatique en cholestérol et/ou en triacylglycérols, anciennement appelés
triglycérides. L'incidence des hyperlipidémies, primaire (idiopathique) ou secondaire
(@ une maladie) (Tableau IV), sur la population canine semble assez importante,
puisqu'elle atteindrait 14% (Barrie et al., 1992). (72

Chikamune et al. @) ont étudié les modifications sériques en lipides et
lipoprotéines associées a l'obésité chez le chien sain. Ils ont mis en évidence une
augmentation significative importante de la concentration plasmatique de
triglycérides chez les chiens gros ou obeses (100,2 *+ 44,3 g/1 contre 35,0 + 10,7 g/1
chez les chiens non obeses, p<0,01), alors que la cholestérolémie et la concentration
en AGNE n'étaient pas reliées au poids. Toutefois, deux autres études réalisées sur
des chiens ayant recu un régime hypercalorique sur plusieurs mois, montrent une
augmentation des concentrations circulantes de cholestérol lié¢ aux VLDLs (Very Low
Density Lipoproteins) et aux HDLs (High Density Lipoproteins) (1), ainsi qu'une
augmentation des acides gras non estérifié (augmentation de 0,66 mmol/l en
moyenne, p<0.05) 4¢). Une modification de la composition des fractions pré-f3, p et ax
des lipoprotéines totales aprés électrophorese a également été observée chez les
chiens obéses : les triglycérides sont significativement plus nombreux dans la fraction
B, ainsi que les phospholipides dans la fraction pré-p, au détriment de la fraction a1
dans laquelle les phospholipides sont deux fois moins nombreux chez les chiens
obeses par rapport aux chiens de conformation normale (10.25),

De plus, de nombreuses études dont celle de Romsos et al. 72, ont mis en évidence
une augmentation notable de la cholestérolémie a jeun chez les chiens recevant des

régimes riches en graisse (76% de matiéres grasses).

Les IL-6 produites par le tissu graisseux viscéral contribueraient a l'hyper-
triglycéridémie associée a 1'obésité. En effet, les IL-6 issues du tissu graisseux viscéral
sont drainées par la veine porte et agissent ainsi directement sur le foie ou elles

stimulent la lipolyse ainsi que la sécrétion de triglycérides sous forme de
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Hypercholestérolémie

Hypertriglycéridémie

Hyperlipémie idiopathique du

Primaitre i}ggif:}:)e au Briard et au Collie Schnauzer nain
Hyperlipémie idiopathique
Hypothyroidie Hypothyroidie
Diabete sucré Diabete sucré
Syndrome néphrotique Syndrome néphrotique
Obésité Obésité
Cholestase hépatique
Secondaire

Alimentation riche en cholestérol
ou en graisse saturée

Variation hormonale au cour du
cycle oestral

[atrogene (oestrogenes,
progestagenes, corticoides...)

Hyperadrénocorticisme

Variation hormonale au cour du
cycle oestral

Iatrogene (oestrogenes,
progestagenes, corticoides...)

Tableau IV : Etiologie des hyperlipidémies chez le chien.("2)
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triglycérides-VLDL.(108)

Le TNF-a est, quant a lui, responsable d'une augmentation de la lipolyse et de la
libération des acides gras libres (128, De plus, la diminution de l'activité de
I'Adipsine/ASP, évoquée plus haut, pourrait contribuer a une diminution du
rendement de stockage des triglycérides et donc a une augmentation du flux des

acides gras libres circulants.

Les acides gras et les lipopolysaccharides sont reconnus par des récepteurs
transmembranaires, les TLRs (Toll-like receptors), récepteurs qui participent a la
reconnaissance des signaux inflammatoires par les adipocytes, plus particulierement
ceux des animaux obeses. Les TLRs stimulent le NF«B par un chemin dépendant des
facteurs MyD88 et IRAK, qui sont des sérine-thréonine kinases. Or, le NFxB est un
activateur de la synthése des cytokines inflammatoires, en particulier du TNF-a.
Ainsi, I'hyperlipidémie associée a l'obésité, participe a la mise en place de 1'état

inflammatoire, qui, lui-méme, aggrave 1'hyperlipidémie. (136)

1.4. Obésité et hypertension artérielle.

Si chez I'homme, 1'obésité est souvent responsable d'hypertension artérielle ¢, la
relation entre I'obésité et I'hypertension est controversée chez le chien.

En effet, de nombreuses études réalisées sur des chiens rendus artificiellement
obeses par des régimes hypercaloriques riches en graisse, mettent en évidence une
augmentation de la pression artérielle systolique et diastolique (¢ 147). Toutefois, une
étude réalisée par Rocchini et al. 124) montre certes une augmentation de la pression
artérielle au cours d'un régime hypercalorique et hyperlipidique, mais une
normalisation de cette derniére lors du retour a une alimentation normale sans
toutefois de perte de poids associée. Ainsi, I'hypertension serait plutot secondaire au
régime, en particulier lors de régimes riches en acides gras insaturés (145, plutdt qu'a

I'état d'obésité lui-méme.
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De plus, d'apres une étude épidémiologique réalisé par Diez et al. 33), il existerait
plutdt une relation entre l'dge et l'hypertension plutét qu'entre 1'obésité et

I'hypertension dans l'espéce canine.

2. Influence de I'obésité sur la glycémie.

2.1. L'obésité, une cause possible d'insulino-résistance.

L'insulino-résistance est un état pathologique caractérisé par une réponse
cellulaire diminuée au signal insulinique (qui permet l'entrée du glucose dans les
cellules) pour des concentrations hormonales physiologiques. Lors d'obésité, cet état
résulte plus particulierement d'un défaut de transmission du signal, soit entre le RI et
les IRS, soit entre les IRS et la PI3K. Les défauts d'initiation du signal, résultant en
particulier d'une mutation du récepteur, restent exceptionnels et ne sont pas

particulierement associés a 1'obésité.

2.1.1. Roles des phosphorylations des sérines et des thréonines
des IRS dans la mise en place de l'insulino-resistance.®”

Comme nous l'avons vu précédemment, le signal insulinique débute par la
phosphorylation des résidus tyrosyles des IRS par le domaine tyrosine kinase du RI
activé par l'insuline. Des études récentes se sont intéressées a la phosphorylation du
site sérine/thréonine des protéines IRS, en particulier de la sérine 307, et ont montré
que cette derniere empéchait la phosphorylation des résidus tyrosyles de I'IRS par le
domaine tyrosine kinase du RI et inhibait donc la transduction du signal insulinique.
De nombreux signaux sont capables d’induire cette phosphorylation : les acides gras
libres, le diacylglycérol, les acyl-CoA, le glucose, les cytokines inflammatoires (TNF-

a, IL-6, IL-1p) ainsi que I'insuline elle-méme.
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2.1.2. Les voies du signalement pro-inflammatoire responsable
de l'insulino-résistance liée a 1'obésité.

De nombreuses voies de l'inflammation, activées par les cytokines et les acides
gras libres, affectent I'action de l'insuline en interférant avec la transduction du

signal insulinique notament au niveau des phosphorylations du RI et des IRS. (?3)

La kinase IKKp catalyse la phosphorylation d'une protéine inhibitrice notée I, qui
sous forme non phosphorylée, s'associe de facon stable au dimere NF-xB (facteur
nucléaire enhancer du géne codant pour la chaine x des lymphocytes B (Lg)) et piege
le facteur transcriptionnel dans le cytoplasme. Lorsque I est phosphorylée, elle s'en
dissocie, ce qui permet la translocation nucléaire de NF-xB qui stimule la production
de nombreuses cytokines inflammatoires, dont le TNF-a et I'L-6. En outre, la
reconnaissance du TNF-a par des récepteurs membranaires spécifiques de types I et
IT largement exprimés par les adipocytes 9, conduit au recrutement de la kinase
IKKp, ce qui a pour conséquence (Figure 19) de générer une boucle d'amplification
de la sécrétion paracrine du TNF-a aggravant I'état inflammatoire déja présent, et de
conduire a la phosphorylation des résidus sérine des IRS stoppant ainsi le signal

insulinique. (23

La JNK1 (c-Jun NH-terminal Kinase 1), aussi appelée SAPK1 (Stress-Activated
Protein Kinase), est souvent impliquée dans la transduction des signaux
inflammatoires (TNFa, IL-1)027) ou d'un stress environnemental (choc osmotique,
hyperthermie)1%) de la cellule. L'activité de JNK1 est particulierement élevée dans le
foie, les muscles et le tissu adipeux des animaux obeses. La synthese de JNKI1 est
stimulée par les acides gras libres et le TNF-a. En phosphorylant la serine 307 de

I'IRS-1, le JNK1 inhibe la transduction du signal insulinique. 3 (Figure 19)
Une augmentation massive de l'activité de la PKC-0, observée en particulier lors

de l'augmentation des concentrations cellulaires en acyles-coA et en DAG induites

dans les situations d'hyperlipidémie, est également responsable d'une
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phosphorylation des sérines des I'IRS. Ce fait est responsable d'une diminution de

l'activation de la PI3 kinase par 1'IRS-1. (3 (Figure 19)

Les acyl-coA sont aussi responsables d'une inhibition de la synthése des
transporteurs GLUT4, aggravant ainsi 1'état d'insulino-résistance secondaire au

défaut de transduction du signal insulinique. (%°)

Les protéines SOCS (Suppressors Of Cytokine Signaling) dont l'expression est
stimulée par le TNF-a et la résistine, bloquent le signal insulinique en interférant
avec la phosphorylation de la tyrosine des IRS-1 et 2, ou en les dégradant par
ubiquitinylation, phénomene protéolytique faisant intervenir I'ubiquitine(43). SOCS-3
est sur-exprimée en particulier dans le tissu adipeux des animaux obeses. Dans le
foie, les SOCS-1 et 3 entrainent l'activation de la transcription du facteur nucléaire
SCREBP-1, dont l'effet principal est la stimulation de la synthese hépatique des
lipides, ce qui constitue une boucle d'entretien de I'état d'hyperlipidémie. 23 (Figure

19)

Les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, interféron-y) et les endotoxines
agissent en synergie dans I'augmentation de la production des oxydes nitriques en
induisant une sur-expression de I'iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) des
cellules musculaires et des adipocytes. Des études menées chez les rats ob/ob (rats
obéses) ont montré que la sensibilité a 1'insuline était normale a augmentée chez les
animaux déficients en iNOS. De plus, des traitements a base d'inhibiteur de 1'iNOS
(aminoguanine, l-nitroarginine methyl ester)%) préservent de I'hyperinsulinémie et
de I'hyperglycémie induite par les graisses et augmentent la sensibilité cellulaire a
l'insuline. L'inhibition de iNOS permet aussi I'augmentation de l'expression des IRS-1

et IRS-2.23)

Des études réalisées chez des hommes diabétiques (diabete sucré de type II ou
diabéte non-insulino-dépendant) ont montré que l'adiponectine aurait un role

protecteur contre l'insulino-résistance. Le mode d'action de l'adiponectine sur
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Figure 19 : Voies du signalement pro-inflammatoire associées a l'insulino-résistance
dépendante de 1'obésité.

AG : Acides gras- IKK : Nuclear factor NFxB inhibitor kinase beta - IRS : Insulin
receptor substrate - JNK1 : c-Jun NH>-terminal Kinase 1 - P : Phosphore - PI3K :
phosphatidylinositol 3-kinase - PKC-6 : Protéine kinase C 0 - RI : Récepteur de l'insuline -
SCREBP-1 : Sterol regulatory binding transcription factor 1 —SOCS : Suppressors Of
Cytokine Signaling
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I'amélioration de la réponse au signal insulinique se ferait grace a l'activation de
I'AMPK (AMP activated protein Kinase), dont en résulterait, d'une part, une
augmentation de la capture musculaire du glucose et une diminution de la
néoglucogenese hépatique, et d'autre part, une augmentation de I'oxydation
hépatique des acides gras et une diminution de la synthese de triacylglycérol ¢ 151,
En effet, ' AMPK diminue les concentrations cytoplasmiques en malonyl-coA en
inhibant 1'acétyl-coA carboxylase, limitant ainsi l'action inhibitrice du malonyl-coA
sur l'entrée des acyl-coA dans la mitochondrie, lieu de la p oxydation. La PKC-0
n'est alors plus activée de fagon excessive, limitant ainsi l'insulino-résistance associée
aux AG. Or lors d'obésité, la sécrétion d'adiponectine étant diminuée, en partie a
cause du TNF-a et de I'hyperlipidémie qui inhibent sa synthese (128, I'organisme ne

bénéficie plus de ce bouclier anti-insulino-résistance. #2

La résistine semble elle aussi jouer un role dans la mise en place de l'insulino-
résitance. En effet, dans une étude réalisée par Stepan et al. (141, I'administration
d'anti-corps anti-résistine améliore la sensibilité a l'insuline chez les animaux obeses.
Réciproquement, une autre étude a montré que l'administration de résistine a des
animaux normaux provoquait une insulino-résistance (141, et les souris knockout
pour le géne de la résistine ont une glycémie a jeun diminuée méme lorsque celles-ci
sont rendues obeses “42). Ce fait serait d a une réduction de la production hépatique

en glucose ).

Le MCP-1 quant a lui est responsable d'une diminution notable de la

phosphorylation du RI dans le tissu adipeux (139).

2.2. Modification du métabolisme hépatique associé a 1'obésité.

La place du foie est trés importante dans la régulation de la glycémie post-
prandiale, d'une part grace a sa situation anatomique qui lui permet le drainage
immédiat du glucose issu de l'alimentation, et d'autre part grace a ses capacités de

stockage exceptionnelle du glucose sous forme de glycogene. Ainsi, un défaut du
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métabolisme hépatique du glucose a des répercussions majeures, dont en particulier
une augmentation et un retard de régulation de 'hyperglycémie post-prandiale.

Les acides gras libres, présents en quantité anormalement élevée lors d'obésité,
sont responsables d'une altération du métabolisme hépatique du glucose. En effet,
l'augmentation de la concentration intrahépatique en acides gras entraine une
augmentation massive des cofacteurs de la néoglucogeneése (ATP, NADH, Acétyl-
coA) issus de la P-oxydation. En plus de favoriser l'anabolisme glucidique, les
résidus d'acétyl-coA en grand nombre diminuent l'oxydation glucidique en
particulier en inhibant la phosphofructokinase et 1'héxokinase, et en activant la
glucose 6 phosphatase 9. De ce fait, les acides gras entrainent indirectement une
pseudo insulino-résistance hépatique se traduisant par une augmentation de la
gluconéogenese (153), et une absence d'inhibition de la glycogénolyse (32). Le foie des
chiens est particulierement sensible aux variations des concentrations circulantes en

acides gras libres qui y jouent un réle majeur dans la régulation les flux glucidiques

(32),

En revanche, 'adiponectine diminue les capacités de stockage du glucose par le
foie, en inhibant I'expression des ARNm de deux enzymes de la néoglucogenese, la

glucose-6-phophatase et la phosphoénolpyruvate carboxykinase “2,

D'autre part, lors d'insulino-résistance périphérique, telle que celle associée a
I'obésité, la premiere phase de sécrétion de l'insuline est défaillante. Or le foie est
particulierement sensible a cette premiere phase, dont les effets principaux
(activation de la glycogénogeneése, inhibition de la néoglucogenese, stimulation de la
glycolyse et de la lipogenése) ont pour but de supprimer la libération de glucose par
le foie et de favoriser la lipogenése. En 1989, Luzi et DeFronzo ®9 suppriment la
premiere phase de sécrétion de l'insuline avec de la somatostatine, et observent une
production continue de glucose par le foie bien que le cobaye soit déja
hyperglycémique et hyperinsulinémique; lorsque qu'ils restaurent la premiére phase
de sécrétion, la glycémie normale est rétablie. Il ressort de cette étude que la

diminution de la premiére phase de sécrétion de l'insuline, telle que celle observée
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lors d'insulino-résistance périphérique, ne permet pas la suppression de la
production hépatique post-prandiale de glucose aggravant ainsi I'hyperglycémie déja

présente.

2.3. Hyperglycémie et hyperinsulinisme chronique.

L'insulinémie et la glycémie sont étroitement liées : une augmentation de la
glycémie entraine une augmentation de l'insulinémie qui a son tour induit une
diminution de la glycémie. Or, lors d'états d'insulino-résistance, comme les cellules
ne répondent plus correctement au signal insulinique, la glycémie ne diminue pas de
facon suffisante, provoquant ainsi une augmentation secondaire de la sécrétion
d'insuline. On aboutit alors a des états chroniques d'hyperglycémie et
d'hyperinsulinémie pouvant étre aggravés par un dysfonctionnement hépatique.

L'hyperinsulinisme est responsable d'une hypertrophie et d'une hyperplasie du
tissu adipeux, aggravant ainsi 1'hyperlipidémie déja présente lors d'obésité et qui
contribue a l'insulino-résistance 4. Il s'établie alors un cercle vicieux auto-aggravant

(Figure 20).

3. Influence de I’obésité sur la synthése et 1a sécrétion de
I'insuline.

3.1. Roles des TNF-a.

Le TNF-a est responsable d'une diminution de la synthese des ARNm codant pour
le transporteur GLUT-2(2) et la glucokinase, ce qui entraine une réponse moins
adaptée de la synthese et de la sécrétion d'insuline au glucose circulant, d'une part a
cause d'une diminution du nombre de récepteurs au glucose sur la cellule et
d'autre part a cause d'une diminution du signal glucidique dont la phosphorylation
par la glucokinase en G6P est déja I'étape limitante. Une diminution de la synthese

des ARNm de la PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) induite par le TNF-a
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a aussi était mise en évidence (52).

Toutefois, le TNF-a stimule l'activité du promoteur du gene de PDX1, et en ce
sens, compense, dans une moindre mesure, la diminution de la synthese d'insuline

liée a la baisse du signal glucidique. (131)

3.2. Effet inhibiteur de la leptine sur la sécrétion d'insuline.

Une exposition chronique a des concentrations élevées de leptine, comme celles
observées lors d'obésité, est responsable d'une diminution de la transcription du
gene de l'insuline, ainsi qu'une inhibition de sa sécrétion gluco-induite par les
cellules B pancréatiques.(1)

Des études menées chez le rat ont permis de mettre en évidence une inhibition
significative de la sécrétion d'insuline par la leptine en réponse a des concentrations
plasmatiques en glucose supérieures a 16 mmol/l. Aprés l'arrét de la perfusion
pancréatique de leptine, 1'inhibition est levée, ce qui suggeére que la leptine n'exerce
pas une action de type toxique ou irréversible sur les cellules 3 pancréatiques.(11)

En 1997, Pallett et al.(111) observent une diminution importante de la syntheése
d'insuline par les cellules P pancréatiques exposées chroniquement a des
concentrations de leptine élevées.

Il ressort donc de ces études, que des concentrations anormalement élevées en
leptine pourrait aggraver un état d'insulino-résistance déja présent et favoriser

I'apparition de diabéte sucré de type IL

Muzumdar et al.(105 mettent en évidence une certaine résistance du pancréas a la
leptine chez les rats agés. Toutefois, lorsque ces mémes animaux regoivent des
perfusions de leptine directement dans la circulation pancréatique, 1'effet inhibiteur
de la leptine sur le pancréas est alors beaucoup plus important que chez les animaux
plus jeunes. Cette pseudo résistance pancréatique a la leptine serait donc due a un

plus grand nombre de récepteurs a la leptine sur la barriere hémato-méningée, qui
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permet de diminuer la quantité de leptine circulante et donc de diminuer ces effets
sur le pancréas.

Ainsi, la diminution de l'insulinémie résultant de l'inhibition de l'activité des
cellules B par la leptine est plus importante chez les animaux jeunes, et chez les

animaux obeses agés.

3.3. Dualité d'action des acides gras libres sur la cellule 8
pancréatique.

Les acides gras sont les substrats énergétiques majeurs de la cellule P
pancréatique, et bien qu'ils soient capables d'induire la sécrétion d'insuline, ils
interviennent avant tout dans le métabolisme oxydatif. La cellule  pancréatique est
capable d'utiliser les acides gras libres circulants, les acides gras liés au LDL (Low

Density Lipoproteins), ainsi que ceux contenus dans les triacylglycérols de stockage

de la cellule.®)

Des expériences récentes ont montré une dualité d'action des acides gras sur les
cellules B pancréatiques : l'exposition pendant un bref délai (quelques heures) aux
acides gras libres potentialisent la sécrétion d'insuline gluco-induite alors qu'une
exposition chronique a des concentrations élevées d'acides gras l'inhibe, en
particulier dans sa sécrétion tardive (phase B de la sécrétion)40). Plusieurs
hypothéses ont été émises dans le but d'expliquer 1'effet d'une exposition prolongée
aux acides gras.

L'activation des pompes K* ATP-dépendantes par les acyles-coA en exces lors
d'exposition chronique, entrainerait un défaut de dépolarisation membranaire de la
cellule B et donc, une diminution de la réponse de la cellule au stimulus "glucose" “9
(Figure 21). D'autre part, les acides gras en exces dans la cellule p pancréatique
induiraient une modification de l'expression génétique de GLUT-253 153 et de
linsuline en inhibant le facteur de transcription PDX-149 53 153) (cf supra).

L'accumulation des acides gras serait alors responsable a la fois d'une moins bonne

réponse a des concentrations élevées en glucose résultant de l'inhibition de
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l'expression de GLUT-2, et d'une diminution de la synthese de l'insuline par
inhibition de PDX-1 qui intervient directement dans le complexe de transcription du
gene de l'insuline (Figure 21). Les acides gras inhibent I'expression de la
glucokinase®? %) et de l'acétyl-coA carboxylase et stimulent l'expression de la
carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT-1), enzyme controlant I'entrée des acides gras a
longue chaine dans la mitochondrie “#9. Cela aboutit a une diminution du
métabolisme du glucose dans les ilots  pancréatiques et a une augmentation de la 3
oxydation des acyles-CoA, dont en résulte une augmentation massive des acétyles-
coA intra-mitochondriaux et du NADPH, tout deux responsables d'une inhibition du
métabolisme glucidique.

De plus, il semblerait que I'exposition chronique aux acides gras serait responsable

d'une diminution de la traduction des ARNm du gene de 1'insuline 1.

Enfin, la modulation de la réponse insulinique par les acides gras résulterait de
leurs effets découplants sur la mitochondrie. Ainsi, de nombreuses études ont
montré que l'exposition prolongée de la mitochondrie aux acides gras libres était
responsable de 1'apparition des signes classiques du découplage entre la respiration
oxydative et la phosphorylation : augmentation de la respiration, diminution du
potentiel membranaire et de la synthese d'ATP, gonflement de la mitochondrie.
L'ATP alors produit en quantité insuffisante ne permet plus la fermeture des pompes

K* ATP-dépendante nécessaire a la dépolarisation membranaire et aux flux de Ca*.
(49)

Une lipidémie augmentée de facon chronique peut étre aussi responsable d'un
phénomeéne de toxicité pancréatique. En effet, dans un premier temps, devant
l'apport important d'acides gras et de glucose, les cellules  se multiplient et
permettent donc une sécrétion globale d'insuline plus importante ). Mais, dans un
deuxieme temps, les acides gras libres circulants s'accumulent dans les cellules
endocrines sous forme de triglycérides et entrainent une surcharge lipidique. Outre
les effets évoqués plus haut sur l'inhibition de la sécrétion d'insuline, 1'accumulation

des triglycérides est responsable de la formation de monoxyde d'azote (NO). La
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condensation de la sérine sur le palmitoyl-coA en excés conduit a la formation de
sphingosine puis de céramide qui stimule par allostérie I'iNOS (inductible nitrate
oxyd synthase). Le NO, en se fixant sur la cytochrome c oxydase, inhibe la chaine
respiratoire. Il s'ensuit 'ouverture des pores de perméabilité de transition (MTP),
entrainant une fuite de protons et I'hydrolyse de 'ATP. La mitochondrie gonfle et
libere le cytochrome c qui active des protéases cytoplasmiques (caspases)
responsables d'une stimulation de la protéolyse et de la destruction par apoptose
des cellules. Chez le rat, il a été montré qu'une accumulation d'acyles-coA dans les
cellules B pancréatiques se traduisait par la disparition de 50% de ces cellules par
apoptose. La surproduction de NO serait alors responsable d'une diminution globale

de la syntheése pancréatique d'insuline. ¢ (Figure 22)

3.4. Hyperinsuliémie chronique et amyloidose pancréatique.

L'amyline, encore appelée IAPP (islet amyloid polypeptide), est un peptide de 37
acides a-aminés, sécrété et stocké avec l'insuline par la cellule {3, et dont la régulation
de synthese et de sécrétion répond aux mémes stimuli que cette derniere@). Lors
d'augmentation chronique de la sécrétion d'insuline, présente en particulier lors
d'hyperglycémie chronique, une sécrétion importante d'amyline est observée, et on
note méme une augmentation du rapport amyline sur insuline. Ce fait est modulé
par I'hyperleptinémie associée a 1'obésité. En effet, Karlsson et al. (>, ont montré que
la leptine avait un effet inhibiteur sur la sécrétion d'amyline gluco-induite plus
important que celui qu'elle exerce sur la sécrétion d'insuline.

Chez certaines espéces, notamment chez I'homme, le singe et le chat 8, I'IAPP se
polymérise avec des glycosaminoglycannes et 1'Apolipoproteine E (ApoE),
lipoprotéine circulante contenue dans les VLDL, HDL et chylomicrons (2, pour
former des fibrilles qui se déposent autour des cellules pancréatiques (amyloidose) a
la maniere d'un tissu cicatriciel®). En produisant une barriere de diffusion 28 69 117),
ces défauts compromettent la réactivité des cellules P aux différents stimuli et
réduisent leur aptitude a sécréter l'insuline de fagon adéquate. Ce sont les acides a-

aminés en position 25 a 28 (-ala-ile-leu-ser- chez 'homme et le chat) formant la
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séquence fibrilligene qui sont responsables de l'induction de la formation de ces
tibrilles. Bien que cette séquence soit identique chez le chien, l'amyloidose
pancréatique d'origine non néoplasique ne semble pas décrite dans cette espece,
alors qu'elle est observée chez environ 50% des chats agés * (152). Chez ces derniers,
O'Brien et al. (1985) ont montré que l'amylose pancréatique était responsable d'une
diminution de la premiére phase de sécrétion de l'insuline en réponse au glucose ;
toutefois, la sévérité du dépot ne semblait pas étre proportionnelle au
dysfonctionnement sécrétoire de l'insuline (63).

L'TAPP peut aussi précipiter a l'intérieur méme des cellules p pancréatiques et y
provoquer alors une dégénérescence hyaline (%), responsable d'une diminution de

I'insulinémie basale.

3.5. Hyperglycémie chronique et glucotoxicité

Bien que l'hyperglycémie aigué postprandiale stimule la sécrétion d'insuline, il
n'en est pas de méme lors d'hyperglycémie chronique. Cette derniére est responsable
d'un phénomene de glucotoxicité ce traduisant par l'apoptose des cellules f3

pancréatiques. 64

3.5.1. Glucotoxicité dépendante des IL-1. ¥

Lors d'augmentation chronique de la glycémie (comme celle observée lors

d'insulino-résistance), 1'apoptose des cellules 3 est associée a une augmentation

massive de la synthese autocrine d'IL-1-p (interleukine 1 p).

L'IL-1, apres liaison au récepteur IL-1R1, recrute les facteurs MyD88 et IL-1-RAcP,
responsables de l'activation allostérique de la kinase IRAK-1. Cette enzyme
phosphoryle le facteur TRAF6, qui active a son tour la voie de 1'KK/NFxB et des

SAP et MAP kinases. Une autre voie, indépendante de I'activation de 1'1RAK, permet

* Dans l'espece humaine, les dépots amyloides se rencontrent chez 95% des patients
diabétiques et chez 18% des sujets normaux présentant un état prédiabétique (28)
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l'activation de la phospholipase C conduisant a l'activation de la PKC 6. Le NF«B et
la PKC & sont responsables de l'activation du gene de 1'iINOS dont en découle la
formation du NO, stimulus majeur de 'apoptose chez les cellules [ pancréatiques (1.

(Figure 23)

De plus, une étude in vitro sur des cellules B pancréatiques de rat @), a montré que
les effets apoptotiques de I'IL-1-f étaient potentialisés par ['augmentation
intracellulaire du D-glucose, ce dernier étant responsable d'une levée des

mécanismes inhibiteurs de 'action de I'IL-1-f.

Cette grande sensibilité aux effets apoptogenes de I'IL-1 est spécifique aux cellules
B pancréatiques et serait une conséquence de leur haute spécialisation. En effet, une
étude menée sur des cellules [3, a montré que plus les cellules étaient différenciées,
plus leur sensibilité aux cytokines, dont I'IL-1-f, était importante (197). Ce phénomene
serait lié entre-autre a la surproduction de PDX-1, surproduction spécifique au

cellules P pancréatiques différenciées.

L'IL-1 est aussi a l'origine d'une modification de la formation des micro-domaines
de Ca?* dont les changements de répartition intracellulaire seraientt impliqués dans
le développement de la nécrose 2 115. Néanmoins, les modalités d'action de I'IL-1 sur

ce phénomene ne sont actuellement pas identifiées.

La toxicité de I'L-1 est potentialisée par 1'hyperglycémie chronique. En effet,
l'augmentation de la glycémie est associée a une augmentation du métabolisme
oxydatif intracellulaire du glucose. Or, la cellule B pancréatique posséde un systeme
de régulation tres efficace pour lutter contre les effets nocifs de ce phénomene, en
particulier en augmentant la production de NO. Comme I'IL-1 entraine
simultanément la formation de NO, l'exces de ce médiateur provoque la levée de

l'inhibition de la MAP kinase p38 impliquée dans l'apoptose.
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93),

ERK : extracellular signal-regulated kinase - IKK1 et 2 : Inhibitor of nuclear factor kappa-
B kinase 1 et 2 - IL-1 : interleukine 1 - IL-1-R1 : récepteur R1 de l'interleukine 1 - IL-1-RAcP:
IL-1 receptor accessory protein - IRAK-1 : IL-1 receptor-associated kinase 1 - JNK : c-JUN
NHo»-terminal kinase- MAP/SAPKSs : Stress Activated Protein Kinase/Jun N-terminal Kinase
- MEKK-1 : MAP kinase kinase 1 -NFxB : Nuclear factor kappa-B - PKC 6 : protéine kinase
C 8 - TRAF6 : TNF receptor-associated factor 6
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3.5.2. Glucotoxicité dépendante des récepteurs Fas.

Les interactions Fas/Fas-ligand seraient également impliquées dans le phénomene
de glucotoxicité des cellules  pancréatiques. En effet, le glucose serait capable de
promouvoir l'expression membranaire de Fas et leur association avec les Fas-ligands
des cellules P voisines constituant ainsi un signal apoptogene chez ces derniéres. 3
93)

Des travaux récents ont mis en évidence que Fas possédait la capacité de
s'assembler en trimeres indépendamment de l'engagement du ligand, mais que ce
pré-assemblage des monomeres en trimeres était un pré-requis a la liaison au Fas-
ligand. Le glucose induirait ce ré-assemblage, provoquant secondairement la liaison
au Fas-ligand ®3). L'activation du récepteur Fas par son ligand entraine le
recrutement d'une protéine adaptatrice FADD/MORT1 (Fas associated death
domain), protéine possédant un domaine effecteur de mort cellulaire (DED),
responsable du recrutement direct des caspases (caspase 8) et du déclenchement de

I'apoptose (83,123),

3.6. Modification du dynamisme de la sécrétion d'insuline
associé a l'obésite.

Lors d'obésité, les oscillations de sécrétion de l'insuline semblent préservées(10),
Toutefois, chez 'homme, il a été démontré que les sujets souffrant de diabete sucré
non insulino-dépendant associé a l'obésité, présentent une modification du
dynamisme de la sécrétion d'insuline. La premiere phase de sécrétion de 1l'insuline est
soit raccourcie, soit sujette a une diminution de I'amplitude de ses oscillations. La
deuxieme phase, quant a elle, est souvent accrue afin de compenser la perte
occasionnée lors de la premiére phase. (32)

A Theure actuelle, il est difficile de déterminer si ce défaut de dynamisme de la
sécrétion est une cause ou une conséquence du diabete sucré non insulino-dépendant

par exemple associé a une amyloidose. Néanmoins, l'apparition d'une insulino-
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résistance périphérique serait a 1'origine d'une modification du rythme de sécrétion

de I'insuline qui secondairement aggraverait I'état d'insulino-résistance.“8)

4. Influence de I’obésité sur le catabolisme insulinique.

L'obésité et I'hyperinsulinémie qui peut lui étre associée sont responsables d'une
diminution du catabolisme de 1'insuline, d'une part, a cause d'une saturation des RI
et d'autre part, a cause d'une modification intracellulaire de son catabolisme,
secondairement a I'existence d'une accumulation intracellulaire de cette hormone.

Backer et al. ® ont étudié le phénomene d'internalisation de l'insuline en utilisant
de l'insuline marquée (['®I]insuline) ainsi que des cellules possédant soit des RI
fonctionnels, soit des RI défaillants pour l'auto-phosphorylation et/ou la capacité
d'internalisation. Il est ressorti de cette étude que la capacité d'internalisation de
l'insuline pour des concentrations physiologiques d'insuline était bien supérieure
lorsque le RI était fonctionnel (55% d'insuline internalisée pour une concentration en
insuline de 0.1 nM), alors que le pourcentage d'insuline internalisée diminuait
fortement pour des concentrations en insuline plus élevées (environ 25% pour des
concentrations de 10 nM). Pour les récepteurs défaillants, le taux d'insuline absorbée
était sensiblement le méme quelque soit la concentration (entre 15 et 25% en fonction
du type de défaillance).

Benzi et al. 13 ont étudié l'influence de I'obésité sur la concentration intracellulaire
en insuline chez I'homme. Il a été mis en évidence une augmentation significative de
l'insuline intracellulaire non liée au RI chez les patients obeses et que la concentration
cytosolique de cette derniére tardait a recouvrer son état basal apres retrait de
l'insuline du milieu. Toutefois, 1'insuline intracellulaire garderait ses propriétés sur le
métabolisme cellulaire et en particulier sur l'entrée du glucose dans la cellule. Dans
l'expérience de Benzi, la proportion d'insuline liée au RI est diminuée lors d'obésité et
il en découle une diminution de l'internalisation de l'insuline méme pour des
concentrations hormonales physiologiques en insuline. Ce fait est sans doute

secondaire a la baisse importante de la dissociation insuline/récepteur lors d'obésité,
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baisse associée a une diminution du recyclage des RI. La persistance de cette liaison
permet cependant une activation prolongé du RI permettant de compenser

légerement la diminution du nombre de RI a la surface cellulaire.

5. Synthese des effets de 1'obésité sur la boucle de régulation de
l'insuline.

5.1. Obésité et insulino-résistance.

L'obésité est responsable d'un état d'insulino-résistance lié a la surproduction
d'adipokines pro-inflammatoires et a la libération d'acides gras non estérifiés
(AGNE) par les adipocytes, surproduction aggravée par l'existence de boucles
d'amplification. Les Adipokines et les AGNE sont responsables de la
phosphorylation des IRS empéchant ainsi la mise en place de la cascade
transductionnelle du signal insulinique.

Cette insulino-résistance entraine d'une part, un dysfonctionnement du
métabolisme glucidique secondaire a une diminution de la capture du glucose par les
cellules normalement insulino-sensibles, a une augmentation de la glycogénolyse et
de la néoglucogenese hépatique, et d'autre part, un dysfonctionnement du
métabolisme lipidique secondaire a 1'inhibition de la lipogenese et a I'augmentation
de la lipolyse intracellulaire et de la lipomobilisation. Ces perturbations métaboliques
conduisent a une baisse de l'utilisation intracellulaire du glucose compensée par une
augmentation de l'utilisation des acides gras. S'installent donc une hyperglycémie et
une hyperlipidémie chronique qui constituent des facteurs d'aggravation de
l'insulino-résistance, 1'hyperlipidémie chronique provoquant de plus une
hypertrophie et une hyperplasie du tissu adipeux qui entretiennent et aggravent ce

phénomene. (Figure 24)
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5.2. Obésité et insulinopénie.

La leptine, le TNF-a et les acides gras libres sont responsables d'une inhibition de
la sécrétion insulinique par les ilots [ pancréatiques, tandis que les dépots
d'amyloide, liés a une stimulation chronique des cellules 3, diminuent la capacité
réactionnelle de ces derniéres face a une hyperglycémie. Ainsi, dans une situation
d'obésité, les ilots endocriniens sont progressivement détruits pas la mise en place de
phénomeénes apoptotiques résultant de la lipotoxicité, de la glucotoxicité

potentialisée par les IL-1 et médiée par les Fas, et de 'amyloidose intracellulaire

(Figure 24).

5.3. Chronologie des effets de 1'obésité sur la régulation de
l'insulinémie.

De nombreuses études (10 147) se sont intéressées a 1'influence de la prise de poids
sur la production d'insuline, par suivi de I'insulinémie lors de régime hypercalorique
et hyperlipidique : pour chacune d'entre elle, une augmentation de l'insulino-
résistance périphérique a été mise en évidence.

Fleeman L. ®3), en collaboration avec le Centre for Companion Animal Health at
the University of Queensland et le GI Laboratory at Texas A&M University, a étudié
les composantes pathogéniques du diabete sucré chez 12 chiens atteints de cette
maladie. Un dosage de l'insulinémie chez ces chiens a montré qu'aucun d'entre eux
n'était capable de synthétiser l'insuline en quantité suffisante et chez seulement 17%
de ces derniers une activité résiduelle des cellules P a été observée.

Les résultats de ces études tendent a montrer que les effets insulino-résistants de
l'obésité, soit une augmentation de l'insulinémie, seraient les premiers a se mettre en
place (phase 1), puis secondairement, l'inhibition de la sécrétion d'insuline par le

pancréas (phase 2) provoquerait la survenue du diabete sucré (Figure 25).
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Adipokines pro-inflammatoires Acides gras libres
\— )

Insulino-résistance périphérique« Alteration du metabolisme hepatique
(1 gluconéogéneése et glycogénolyse)

>
Hyperglycémie

|

Augmentation de l'insulinémie

B.
Adipokines Leptine Acides gras libres  Hyperglycémie Hyper-insulinémie
pro-inflammatoires chronique chronique
Amyloidose

Inhibition Destruction
des cellule$ pancréatiques des cellule$ pancréatiques

Diminution de l'insulinémie

v

Diabéete sucré

Figure 25 : Chronologie des effets prédominants de I'obésité sur I'insulinémie.
A :Phase1 - B : Phase 2
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Partie 11 :

Etude expérimentale de l'insulinémie
chez les chiens adultes, cliniquement

sains, en fonction de leur état

d'engraissement.
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Lot

Caractéristiques

Aspect visuel

"maigre"

1- cOtes et saillies osseuses
visibles et/ou tres
facilement palpables

2- creux abdominal
prononce a I'examen de
profil

3- taille marquée : contour
corporel en sablier vu du
dessus

"correct"

1- cotes et saillies osseuses
palpables sous une mince
couche de graisse

2- 1éger creux abdominal

3- taille discrete

ngOSH

1- cOtes et saillies osseuses
difficilement palpables

2- absence de creux
abdominal

3- absence de taille

Tableau V : Critere de détermination de 1'état d'engraissement du chien (d'apres

Case et al.(22)).




L'objectif de cette étude est d'évaluer l'influence de l'état d'engraissement sur

l'insulinémie basale (a jeun) chez des chiens adultes, cliniquement sains.

A.Matériel et méthodes

1. Animaux.

Les chiens utilisés pour cette étude appartenaient a des particuliers et 25% d'entre
eux faisaient partie de meutes de chasse a courre. Les chiens étaient agés de 4 a 14
ans, cliniquement sains (un examen clinique complet a été effectué le jour du
préléevement) et a jeun depuis au moins 12 heures. Ils ont ensuite été répartis en 3 lots

selon leur état d’embonpoint ("maigre"”, "correct', "gros"). La qualification de

"maigre", "correct” ou "gros" est déterminée selon les regles décrites dans le tableau

V.

Pour chaque animal, les informations suivantes ont systématiquement été
recueillies (annexe 1):
- lage
- le poids
- larace ou le cas échéant le type racial
- le sexe, la stérilisation et I'age de stérilisation
- 1'état d’embonpoint (maigre, correct, gros)
- les conditions de vie (appartement, maison avec jardin, chenil...)
- l'activité physique (sédentaire, chien de travail saisonnier ou non)

- l'alimentation (croquettes, boites, ration ménagere...)

Au total, 76 chiens ont été prélevés dont 15 ont été exclus parce qu'ils étaient soit

malades, soit trop jeunes. Parmi les 61 chiens retenus pour 1'étude, la majorité
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présentait un état d'embonpoint correct (36/61 soit 59,0%) alors que 34,4% (21/61)
étaient en surpoids et 6,6% (4/61) étaient, au contraire, trop maigres.

IIs appartenaient a 24 races différentes et ont été classés en fonction du format
correspondant. Les races de moyen format (Anglos-frangais de petite veinerie,
Cocker Anglais, Fox terrier, Labrit, Petit bleu de Gascogne) et de grand format
(Beauceron, Berger Belge Gronendael, Border Collie, Boxer, Epagneul Breton, Golden
retriever, Labrador retriever, Pointer, Setter Anglais, Setter Gordon) ont été les plus
souvent rencontrées (36,1% et 44,3% respectivement). Onze chiens (18,0%) étaient de
petite taille (Bichon frisé, Caniche nain, Coton de Tuléar, Welsh Corgy) et seulement
un chien (Terre-Neuve) a été considéré comme ayant un format "géant'. La
population de chiens considérée était composée de 24 males (39,3%) dont 8,3% (3/24)
étaient castrés, et de 37 femelles (60,7%) dont 32,4% étaient stérilisées. L'age moyen
des chiens était de 7 ans et demi (cette donnée n'a pas pu étre précisée chez 1 des
chiens), et 85% d'entre eux avaient moins de 10 ans (Tableau VI).

La plupart des chiens vivaient en extérieur (77,0% en maison avec jardin) ou en
chenil (21,3% en enclos de quelques m?), mais ils demeuraient majoritairement
sédentaires. Seulement 42,6% d'entre eux présentaient une activité réguliére (chiens
de troupeau, chiens courants) ou saisonniére (chien de chasse). Huit (13.1%) chiens
recevaient une alimentation de type vétérinaire (Hill's®, Royal Canin® Eukanuba®,
Virbac®, ProPlan®), 34 (55.7%) une alimentation du commerce (Frolic®, Canaillou®,
Flatazor®, Pedigree Pal® Optima®), et 7 (11.5%) une ration ménagere. Il est a noter
que 98% des propriétaires nourrissant leur chien avec des croquettes ont avoué

donner des friandises (Tableau VI).

2. Analyse des prélevements.

Les prélevements sanguins ont été effectués par ponction des veines jugulaires ou

céphaliques et le sang total a été recueilli dans des tubes stériles contenant de
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Parametres Effectif
Lot
Maigre 4
Correct 36
Gros 21
Format
Petit 11
(taille Yorkshire terrier)
Moyen 22
(taille Cocker anglais)
Grand 27
(taille Golden retriever)
Géant L
(taille Terre-neuve)
Sexe
Male 21
Male castré 3
Femelle 25
Femelle stérilisée 12
Age
4-7 ans 26
7-10 ans 25
10-14 ans 9
Inconnu 1
Alimentation
Ration ménagere 7
Viande crue seule 12
Aliments du commerce 34
Aliments vétérinaires 8
Activité
Sédentaire 35
Actif saisonnier 11
Actif permanent 15
Mode de vie
Appartement 1
Extérieur 47
Chenil 13

Tableau VI : Effectifs pour chaque parametre étudié.
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I'héparinate de Lithium. Le prélevement a été ensuite placé le plus rapidement
possible au frais (4 - 7°C) et centrifugé (1500g, 10 minutes, 4°C) dans les 4 heures
suivant la prise de sang. Les plasmas ainsi obtenus ont été conservés a -20°C avant

analyses.

2.1. Mesure dela glycémie

La glycémie a été mesurée sur sang total immédiatement apres la réalisation du
préléevement sanguin par réflectométrie a 1'aide d'un kit de dosage rapide (lecteur
Optium™Xceed et bandellettes Optium™Plus de MediSense®) lorsque le sang total
ne pouvait pas étre réfrigéré immédiatement (n = 32). Le résultat était donné en
mg/dl converti en mmol/l (Glycémie en mg/dl x 5,6). Ultérieurement, la glycémie a
été déterminée sur les plasmas par une méthode enzymatique utilisant la glucose
oxydase (Glucose RTU™, Biomérieux®) (Figure 26). Briévement, 10 pl de plasma ou
d'étalon (solution de 5.6 mmol/l de glucose) sont incubés dans 1 ml de réactif
(tampon phosphate de pH 6.6, amino-4-antipyrine, Phénol, EDTA, Peroxydase,
Glucose oxydase) pendant 1 heure a 20°C, puis l'absorbance de la solution est

mesurée a 505 nm (5.500, Sécoman®).

La concentration minimale de glucose détectable est de 0.7 pmol/1. Le coefficient
de variation intra-série (répétabilité) varie de 7 a 8.7% en fonction de la concentration

de la série (Tableau VII).

La densité optique ou absorbance (DO) de 1'étalon est déterminé entre chaque
dosage d'échantillon et chaque échantillon est dosé deux fois. Lorsque I'écart entre
les deux mesures est supérieur au coefficient de variation, deux nouvelles mesures
sont effectuées. On retient pour la détermination de la glycémie la moyenne des

mesures en excluant toutefois les valeurs aberrantes.

98



Acide

Glucose gluconique p diphénol
He C— O Glucose Oxydase COOH
— > OH@—OH
CHOH |5 H0, CHOH
0, Peroxydase
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N- @ =
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H H Quinone
4 Aminoantipyrine
Incubation
¢
|
'l\‘ 0
Quinonimine C_/k
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c—n"
H H

Absorbance a 505 nm

Figure 26 : Réactions mise en jeu lors du dosage de la glycémie par une méthode

enzymatique utilisant la glucose oxydase.

Série 3.36 - 3.92 mmol/l | 4.48 -5.04 mmol/1 | 6.16-11.2 mmol/]

Coeffl.cne.nt de 87 70 7.8
variation

Tableau VII : Coefficients de variation intra-essais de la glycémie.
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2.2. Mesure de l'insulinémie

L'insuline est dosée par une méthode ELISA a l'aide du kit Canine Insulin ELISA
(Mercodia®, Pays-Bas).

Dans chaque puits dans lesquels est absorbé un anticorps de souris anti-insuline
de chien en exces (Aci), 25 pl de plasma ou de standards (dont les concentrations
connues en insuline varient de 0 a 1.5 pg/1 soit de 0 a 258,15 pmol/1) sont déposés.
Apres addition d'anticorps de souris anti-insuline de chien conjugués a une
peroxydase (Acz) (100 pl) et incubation sous agitation 2 heures a température
ambiante (18-25°C), les puits sont lavés a 6 reprises et le surnageant est éliminé par
décantation. La formation des complexes immuns (Aci-Insuline-Acy) est révélée par
ajout de TMB (3,2,5,5' tétraméthylbenzidine) (200 pl) et incubation pendant 15
minutes a température ambiante. Enfin, le développement de la coloration est stoppé
par addition de solution stop (50 ul, H2SOs, 0.5 M) sous agitation pendant environ 5

secondes. L'absorbance des puits a 450 nm est mesurée par un lecteur de plaque.

Toutes les mesures ont été effectuées en double. Les concentrations en insuline des
plasmas sont obtenues par régression linéaire (Assonm= a x Insulinémie + b) dont les
parametres a et b sont déterminés en considérant les absorbances données pas les
standards. La moyenne des deux absorbances de chaque échantillon est retenue pour
le dosage. Lorsque les deux mesures étaient trop éloignées, 1'échantillon a été redosé
une deuxiéme fois. Pour des raison technique, le plasma du chien 52bis appartenant
au lot "gros" n'a pu étre dosé.

La concentration minimale en insuline détectable est de 1.73 pmol/I. Le coefficient
de variation intra-série (répétabilité) varie de 2.7% a 5.7% en fonction de la

concentration de la série.

L'étude de la boucle de régulation insuline-glucose est réalisée a 'aide du calcul de
différents index établis sur la base de la mesure de l'insulinémie basale (Io) et de la
glycémie basale (Go) :

- l'index SIim = Io/Go ©
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- I'index de Bennett m) = 1/[log Go x log Io] ¢ ©)
- 'HOMAn (homeostasis model assessment) = [Io x Go] / 22,5 ¢ 97)
- le QUICKIn (quantitative insulin sensitivity check index) = 1/[log Io+log
Go](© 76
Le "m" suivant la dénomination des index signifie que ces derniers ont été modifiés.
En effet, ils ont été ici calculés sur la base du systeme international : I'insulinémie est

en pmol/1 et la glycémie en mmol/1.

2.3. Traitement statistique.

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel R(19. Les
pourcentages ont été comparés a l'aide du test du Chi? (x?) associé si nécessaire a la
correction de Yates ou du test de Fisher exact (F) (cas des effectifs corrigés inférieurs
a 5). L'étude de la corrélation a été réalisée avec le test de corrélation de Pearson et
celle de la normalité avec le test de Shapiro-Wilk. L'influence des données
épidémiologiques a été analysée par une ANOVA multiparamétrique (test de Fisher).
Les tests ont été considérés comme positifs pour des valeurs de p inférieures a 0.05

(et supérieure a 0.05 pour le test de Shapiro-Wilk).
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B. Résultats.

L'ensemble des résultats individuel est reporté dans I'annexe 2.

1. Variations de 1'état d'engraissement en fonction des données
épidémiologiques.

Les proportions respectives de chaque catégorie de chiens (male/femelle, stérilisé
ou non, sédentaire/actif, etc...) au sein des 3 lots considérés ("maigre", "correct",
"gros") sont reportées dans le tableau VIII et ont été comparées a l'aide d'un test du

Chi? (x?) et de Fisher exact.

La fréquence de l'obésité est significativement plus élevée chez les animaux
stérilisés (66.7%) que chez les animaux entiers (23.9%) (p<0.01), sans influence du
sexe. La répartition des chiens en fonction de leur age, de leur alimentation, de leur
activité ou de leur habitat est comparable entre les animaux en surpoids et les autres,
toutefois, les chiens de petit format semblent moins souvent obeses (9.1%) que ceux

de format moyen (45.5%) ou grand (35.7%) (p<0.1).

2. Variations de la glycémie en fonction des critéres de
classification des chiens.

La glycémie a été déterminée par spectrophotométrie (méthode de référence) et
par réflectométrie sur 32 chiens (les chiens ne correspondant pas aux criteres de
I'étude sont ici inclus). La glycémie moyenne obtenue par spectrophotométrie sur ces
32 plasmas, était de 5.39 + 2.92 mmol/1 alors qu'elle était légerement plus faible lors
du dosage immédiat réalisé par réflectométrie (4.38 £ 1.36 mmol/I). Néanmoins, les
valeurs déterminées par ces deux méthodes de dosage ont été tres fortement

corrélées (r = 0.860, p<0.0001), et I'écart moyen entre les deux types de mesures a été
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Critere Effectif Maigre Correct Gros p*
Total 61 6.6% (4) 59.0% (36) 34,4% (21)
Sexe
males 24 8.3% (2) 66.7% (16) 25.0% (6) NS
femelles 37 5.4% (2) 54.1% (20) 40.5% (15)
Stérilisation
stérilisés 15 0.0% (0) 33.3% (5) 66.7% (10) <0,01 ()
non stérilisé 46 8.7% (4) 67.4% (31) 23.9% (11) ’
Format
Petit 11 9.1% (1) 81.8% (9) 9.1% (1)
Moyen 22 9.0% (2) 45.5% (10)  45.5% (10) <0.1” (F)
Grand & Géant 28 3.6% (1) 60.7% (17) 35.7% (10)
Age”
4 — 7 ans 26 0.0% (0) 69.2% (18) 30.8% (8)
7 — 10ans 25 12.0% (3) 48.0% (12) 40.0% (10) NS
10 — 14ans 9 11.1% (1) 66.7% (6) 22.2% (2)
Alimentation
Ration ménagere 7 0.0% (0) 57.1% (4) 42.9% (3)
Viande crue seule 12 16.7% (2) 58.3% (7) 25.0% (3) NS
Aliments du commerce 34 5.9% (2) 52.9% (18) 41.2% (14)
Aliments vétérinaires 8 0.0% (0) 87.5% (7) 12.5% (1)
Activité
Sédentaire 34 5.9% (2) 55.9% (19) 38.2% (13)
Actif saisonnier 11 0.0% (0) 63.6% (7) 36.4% (4) NS
Actif permanent 16 12.5% (2) 62.5% (10) 25.0% (4)
Mode de vie
Appartement 1 0.0% (0) 100.0% (1) 0.0 % (0)
Extérieur 47 4.3% (2) 57.4% (27) 38.3% (18) NS
Chenil 13 15.4% (2) 61.5% (8) 23.1% (3)

Tableau VIII : Variation de I'état d'engraissement en fonction des données

épidémiologiques.

Les effectifs sont indiqués entre parentheses - NS : Non significatif

" Réalisation d'un test du Chi? ou de Fisher exact pour les lots "Gros" et "Correct+Maigre" en
raison du faible effectif du lot "Maigre".

* Comparaison des effectifs du format "petit" a "moyen+grand".

** Age non déterminé chez un des chiens.
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de 1.01 £ 1.63 mmol/1 (Tableau IX).

Sur l'ensemble des chiens retenus pour étudier l'influence de 1'état
d'engraissement sur la glycémie (n=61), la valeur moyenne de la glycémie mesurée
par spectrophotométrie a été de 5.37 + 1.00 mmol/l. Les chiens de conformation
normale (lot "Correct") ont présenté une glycémie moyenne légérement supérieure
aux animaux trop "maigres" ou trop 'gros" (Tableau X, Figure 27). Cependant,
l'appartenance au lot "maigre", "correct" ou '"gros" n'influe pas de maniere
significative sur la glycémie (p>0.05). La glycémie a été considérée comme normale
lorsqu'elle était comprise entre 4.37 et 6.37 mmol/1 (moyenne * écart-type) ; ainsi, les
valeurs de glycémie inférieures au seuil de 4.37 mmol/] sont considérées comme
basses et les valeurs d'insulinémie supérieures a 6.37 mmol/l comme hautes. Ainsi,
14 chiens sur 61 (23%), dont 7 du lot "Gros" et 6 du lot "Correct", ont présenté une
glycémie anormale, la proportion de faibles valeurs de glycémie (<4.37 mmol/l)

étant significativement plus élevée dans le lot "Gros" (5/7) que dans le lot "Correct"

(1/6) (p<0.05 (F)).

Les valeurs de la glycémie en fonction des différents critéres épidémiologiques
sont reportées dans le tableau XI. Aucune influence des critéres Sexe, Stérilisation,
Format, Alimentation, Mode de vie, et Activité sur la glycémie moyenne n'a été mise
en évidence. Toutefois, les valeurs anormales de la glycémie (<4.37 mmol/1 et >6.37
mmol/1) sont significativement plus fréquentes chez les animaux stérilisés (53.3%
contre 13.0%, p<0.005 (F)), et cela pour les valeurs hautes (26.6% contre 6.5%, p<0.05
(F)) comme pour les valeurs basses (26.6% contre 6.5%, p<0.05 (F)). De plus, les
chiens nourris avec une alimentation du commerce ont eu plus fréquemment
tendance a présenter une glycémie anormale (32.4%) que ceux nourris avec des

aliments vétérinaires (0%) (p<0.1 (F)).
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Glycémie en mmol/l
Spectrophotométrie Réflectométrie
Nombre de mesures conjointes 32 32
Moyenne * écartype 5.39+2.92 438 +£1.36
Valeurs extrémes 2.97 - 20.60 291 -13.34
Biais 1.01 +1.63

Tableau IX : Comparaison de la glycémie mesurée par spectrophotométrie et par

réflectométrie sur 32 mesures.

Glycémie
(mmol/l)

7
6,5 +
6 L
55 +
5 1
4,5 +

4 +

3,5 1

maigre  correct gros
(n=4) (n=36) (n=21)

Glycémie (mmol/l)

Lot Maigre (n = 4) Correct (n = 36) Gros (n =21)
Moyenne + écart-type 5.00 +1.09 5.47 £0.76 529+1.36
Valeurs extrémes 3.64 -5.99 347 -7.17 2.97 -9.63
Nombre d'échantillons 1 1 5

<4.37 mmol/1
Nombre d'échantillons 0 5 5

> 6.37 mmol/1

Figure 27 et Tableau X : Variations de la glycémie mesurée par spectrophotométrie

en fonction de 1'état d'engraissement des chiens (n = 61).
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Glycémie Nombre de valeurs
Critére N moyenne anormales
(mmol/l) < 4.37 mmol/l > 6.37 mmol/l

Total 61 5.37 £1.00 7 7
Sexe
males 24 5.20+0.71 3 1
femelles 37 5.49+1.14 4 6
Stérilisation
stérilisés 15 5.80 + 1.50 4 4
non stérilisé 46 5.24 +0.74 3 3
Format
Petit 11 5.76 £0.78 0 2
Moyen 22 5.50+1.21 2 3
Grand & Géant 28 5.13+0.84 5 2
Age”
4 —7 ans 26 5.80 £ 1.50 2 4
7 — 10 ans 25 5.24+0.74 3 2
10 — 14 ans 9 5.76 £0.78 1 1
Alimentation
Ration ménagére 7 5.46 +1.13 1 0
Viande crue seule 12 5.12+0.75 1 1
IAliments du commerce 34 5.48 £ 1.20 5 6
Aliments vétérinaires 8 5.26 £ 0.37 0 0
Activité
Sédentaire 34 5.40+1.14 5 3
Actif saisonnier 11 5.53+0.91 2 3
Actif permanent 16 5.21+0.72 5 2
Mode de vie
Extérieur 48 5.45+1.05 6 6
Chenil 13 5.00+£0.74 1 1

Tableau XI : Variation de la glycémie (spectrophotométrie) observées chez les chiens

en fonction des différents criteres épidémiologiques étudiés.

* Age non déterminé chez un des chiens.
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3. Variations de l'insulinémie en fonction des critéres de
classification des chiens.

Sur l'ensemble des chiens inclus dans 1'étude, 1'insulinémie a été dosée chez 60
d'entre eux (4 du lot "maigre", 36 du lot "correct" et 20 du lot "gros"). Cependant,
deux des chiens appartenant au lot "correct" (n°20 et n°39) présentaient une
insulinémie inférieure au seuil de détection. Ainsi, la valeur moyenne de
l'insulinémie (n = 58) obtenue a été de 15,64 £ 9,50 pmol/1 . Afin de normaliser la
distribution des valeurs, la variable insulinémie a été transformer en \(insulinémie)
(W =0.98, p>0.05). La valeur moyenne de l'insulinémie corrigée était de 15.75 + 9.35
pmol/1 et l'intervalle de confiance a 95% (ICos5%) de l'insulinémie obtenue était de 1.74
- 38.40 pmol/l. L'insulinémie a été considérée comme normale lorsqu'elle était
comprise entre 6.32 et 25.02 pmol/1, bornes correspondant a 'Ces% calculé sur la base
de la moyenne corrigée + écart-type; ainsi, les valeurs d'insulinémie inférieures au
seuil de 6.32 pmol/1 ont été considérées comme basses (insulinopénie relative) et les
valeurs d'insulinémie supérieures a 25.02 pmol/l comme hautes (hyperinsulinémie

relative).

Les valeurs de l'insulinémie observées dans les 3 lots d'animaux sont représentées
dans le tableau XII et le figure 28. En raison de la dispersion des valeurs, les
moyennes des l'insulinémie ne différent pas significativement d'un lot a l'autre.
Néanmoins, la valeur moyenne la plus haute de I'insulinémie a été obtenue dans le
lot "maigre" par rapport au lot "correct" et "gros". Par ailleurs, les chiens appartenant
au lot "gros" ont plus fréquemment présenté une insulinémie en dehors des valeurs
seuils par rapport aux chiens appartenant au lot normal (60% contre 27.8%, p<0.05

(x?)), et en particulier des valeurs hautes (30% contre 8.3%, p<0.05 (F)).
L'ANOVA multiparamétrique réalisée sur les parametres Lot, Age et Sexe, n'a pas

permis de mettre en évidence un effet significatif sur l'insulinémie corrigée de 1'un de

ces criteres épidémiologiques associé ou non a l'appartenance a un lot. Cependant, la
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Insulinémie

(pmol/l)

35

30 +

25 | -

20 +

15 - *

10 -

maigre correct gros
(n=4) (n=34) (n=20)

Insulinémie (pmol/l)

Lot Maigre (n = 4) Correct (n = 36) Gros (n = 20)
Moyenne + écart-type 21.77 +11.30 14.31 £7.62" 16.69 £11.73
Insulinémie corrigée™ 2222 +12.11 14.34 + 7.83" 16.79 +11.31
Valeurs extrémes 7.40 - 34.08 1.89 - 33.56 2.41 - 38.90

Nombre d'échantillons

< 6.32 pmol/1 0 7 6

Nombre d'échantillons

> 25.02 pmol/1 2 3 6

Figure 28 et Tableau XII : Valeurs de 'insulinémie basale (moyenne, écart-type) en

fonction du lot.

" Les 2 valeurs inférieurs au seuil de détection sont exclus du calcul de la moyenne.
™ La moyenne et 1'écart-type de l'insulinémie corrigée sont calculés sur la base de la
transformation V(insulinémie).
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proportion de valeurs anormales de l'insulinémie a été plus importante chez les
femelles (52.8%) que chez les males (20.8%) (p<0.05 (x?)), et notamment les valeurs
supérieures a 25.02 pmol/l, dont la fréquence tendrait a étre plus élevée chez ces
dernieres (25.0% contre 8.3%, p<0.1 (F)). Aucun effet des autres criteres (Stérilisation,
Age, Format, Alimentation, Activité, Lieu de vie) n'a été observée sur la distribution

de l'insulinémie (Tableau XIII).

4. Evaluation de boucle de régulation insulinémie/glycémie.

Sur les 58" chiens pour lesquelles la glycémie et l'insulinémie ont été dosées
conjointement et évaluées quantitativement, aucune corrélation significative entre ces
deux parametres n'a été mise en évidence (r = 0.006). En conséquence, les index (Slim,
HOMA, Index de Bennett(m) et QUICKIm) reliant la glycémie a jeun et I'insulinémie

basale ont été calculés et analysés (Tableau XIV). Les répartitions des index Slim et

HOMA, transformés en VSlim et VHOM A, suivent une loi normale (respectivement,
W =0.90, et W = 0.98, avec p>0.05). Les valeurs moyennes, les écart-types, les ICo5%,
les valeurs extrémes et les valeurs seuils déterminées en prenant arbitrairement la
valeur moyenne + 0.674 x écart-type (50% des valeurs devant se répartir en dehors
des limites ainsi définies dans I'hypothese d'une dispersion suivant une loi normale)
en fonction des différents criteres épidémiologiques, sont reportés dans les tableaux

A, B, C et D de l'annexe 3.

L'HOMA est corrélé positivement et fortement a la glycémie (r = 0.37, p<0.01), et
le Slim est corrélée négativement et plus faiblement a cette derniére (r = - 0.35,
p<0.05). En revanche, les index de Bennettm) et QUICKI sont corrélés négativement
et tres faiblement avec la glycémie (respectivement r = - 0.22 et r = - 0.23, p<0.1). Les

quatre index sont trés fortement corrélés a l'insulinémie (p<0.00001), positivement

" Les index n'ont pas pu étre calculés chez les 2 chiens ayant une insulinémie inférieure au
seuil de détection (<1.73 pmol/1)
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Insulinémie Insulinémie Nombre de valeurs
Critere N moyenne moyenne anormales
(pmol/l) corrigée ~ (pmol/l) | <6.32 pmol/l >25.02 pmol/l
Total 60 15.64 £ 9.50 15.68 £ 9.32 13 11
Sexe
males 24 14.03 +£7.20 14.07+ 7.52 3 2
femelles 36 16.79 + 10.80 16.84 + 10.62 10 9
Stérilisation
stérilisés 15 16.07 + 10.56 16.20 £ 10.24 4 4
non stérilisé 45 15.49 £ 9.24 15.53+9.15 9 7
Format
Petit 11 16.98 + 9.47 17.10+9.21 1 3
Moyen 22 16.11 + 10.93 16.19 + 10.46 4 6
Grand & Géant 27 14.65 + 8.39 14.71 + 8.62 8 2
Age**
4 — 7 ans 25 14.61 + 10.29 14.69 £ 9.90 7 6
7 — 10ans 25 14.86 £ 8.21 1491 +£7.91 5 2
10 — 14ans 9 17.97 £ 8.33 18.11 £ 9.20 1 2
Alimentation
Ration ménageére 7 16.32 £ 10.08 16.56 £ 9.87 1 2
Viande crue seule 12 13.04 £9.19 13.16 + 8.43 2 1
Aliments du commerce 33 16.89 + 10.27 16.94 + 10.37 8 8
Aliments vétérinaires 8 13.74 £ 5.60 13.85 + 6.25 2 0
Activité
Sédentaire 33 17.43+£9.31 17.48 £+ 9.49 5 8
Actif saisonnier 11 12.62 + 9.52 12.82 + 8.83 5 1
Actif permanent 16 13.65 £ 9.66 13.75 + 8.88 3 2
Mode de vie
Extérieur 47 16.32 + 9.56 16.36 + 9.58 11 9
Chenil 13 13.19 +£8.82 13.29 £ 8.20 2 2

Tableau XIII : Variations de l'insulinémie en fonction des critéres épidémiologiques

étudiés (Sexe, Stérilisation, Format, Age, Alimenation, Activité, Mode de vie).

Les 2 valeurs inférieurs au seuil de détection sont exclus du calcul des moyennes et des écart-
types.

" La moyenne et 1'écartype de l'insulinémie corrigée sont calculés sur la base de la
transformation V(insulinémie).
™ Age inconnu chez I'un des chiens.
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Index STim HOMA, 1;21?1?;::) QUICKIn
moyenne * écart-type 3.02+216 | 3.75+247 1.47 £0.77 0.57 £0.13
mc* o 303+£1.91 | 3.76 £2.33 - -
ICo5%" 025-7.75 | 0.35-9.46 - -
valeurs extrémes 0.29-12.93 | 0.45-11.27 072 -4.42 0.48 - 0.66
valeurs seuils inférieures 1.55 1.97 0.95 0.45

1Cs0%,™ supérieures 413 5.11 1.99 0.75
Nombre de valeurs en
dessous de la limite 16 (27.6%) | 15(25.9%) 8 (13.8%) 10 (17.2%)
inférieure
Nombre de valeurs au
dessus de la limite 13 (22.4%) | 13 (22.4%) 7 (12.1%) 11 (19.0%)
supérieure

Tableau XIV : Statistiques descriptives des index Slim, HOMAm, Index de Bennett(m)

et QUICKI obtenues a partir des 58 chiens de 1'étude.

1Co59 : intervalle de confiance a 95% — ICsqo, : intervalle de confiance a 50%mc = 0:
moyenne * écartype obtenue sur la base de la transformation V(index)

* L'index de Bennettum) et le QUICKI, n'ayant pas une répartition suivant une loi normale,
I'ICos% n'a pas pu étre établi pour ces 2 index.

™ L'ICs0% n'a pu étre calculé que pour le Slim et 'HOMA,, sur la base de la moyenne corrigée.
Pour l'index de Bennettm) et le QUICKI., la valeur moyenne * 0.674 x écart-type a été prise
arbitrairement.
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pour le Shim (r = 0.90) et 'HOMA, (r = 0.91) et négativement pour l'index de
Bennettm) (r = - 0.67) et le QUICKIn (r = - 0.90). Enfin, les index sont tous fortement
corrélés entre eux, positivement entre 'HOMA, et le Shim ainsi qu'entre l'index de

Bennett(m) et le QUICKI,, et négativement pour les autres associations.

Le tableau XV représente la contingence de chacun de ces index dans le cadre
d'une hyperinsulinémie (>25.02 pmol/1) ou d'une hypoinsulinémie (<6.32 pmol/1).

Ainsi, lors d'hyperinsulinémie, la spécificité (proportion de vrais négatifs) et la
sensibilité (proportion de vrais positifs) des index Slim et HOMAm sont
conjointement élevées alors que la sensibilité des deux autres index demeure
relativement faible (72.7% pour l'index de Bennettm) et 81.8% pour le QUICKIn). En
revanche, une diminution de lindex de Bennett ne peut étre
observée que lorsque l'insulinémie est anormalement augmentée (spécificité de
100%). La détermination des valeurs prédictives positives et négatives montrent
respectivement que le calcul de ces index conduit a un gain diagnostic important
(>0.500) dans la mise en évidence d'une situation d'hyperinsulinisme et que la
probabilité d'exclusion d'une telle situation augmente légerement en I'absence d'une
élévation du Slim ou de 'HOMA ou en l'absence d'une diminution de l'index de
Bennettm) ou du QUICKI. L'augmentation des index de Bennettm) et du QUICKIn
apparait plus spécifique d'une hypoinsulinémie que 1'affaissement des index Slim ou
HOMA. Par contre, les sensibilités de Slim et de 'HOMAML restent nettement
supérieures a celles des deux autres index. Ainsi, la probabilité de déclarer un sujet
exempt d'insulinopénie (valeur prédictive négative) devient forte en 'absence d'une
diminution du SIim ou de 'HOMA alors que les valeurs prédictives positives et les
gains diagnostiques positifs demeurent plus modérés. A l'inverse, la probabilité de
déclarer un sujet atteint d'hypoinsulinisme (valeur prédictive positive) lorsque
l'index de Bennettm) est supérieur a 1.99 est forte, permettant ainsi d'accroitre le gain
diagnostique. A contrario, on ne peut pas écarter avec certitude une situation

d'insulinopénie lorsque ces deux index restent stables.
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Hypoinsulinisme Euinsulinisme Hyperinsulinisme
Io <6.32 pmol/1 6.32<19<25.02 Ip > 25.02 pmol/1
| se vep GDP _ _.| se vpP GDP
" s ven GDN n=36 "1 5, vPN  GDN
SIlm
I ;:2513[ o 100% 069 046 - O loo9% 077 058
>413 0 89.4% 1.00 0.19 3 10 93.6%  0.98 0.17
HOMA,,
I ;;;il [ 101 100%  0.73 0.54 249 2 90.9% 0.77 0.58
>511 0 91.5% 1.00 0.19 3 10 93.6% 0.98 0.17
Bennett(n)
0 322?99[ Y |e36% 100 081 . S |727% 100 o8
>1.99 7 100%  0.92 0.11 0 ) 100%  0.94 0.13
QUICKI,,
10 ig:g575[ ) |B18% 082 063 - S |sL8% o090 o7
>075 9 95.7% 096  -0.15 5 0 978%  0.96 0.15

Tableau XV : Tableau de contingence, valeurs prédictives et gains diagnostic des

différents index dans le cadre d'un hypo et d'un hyperinsulinisme.

Io : Insulinémie basale - GDN : gain diagnostique négatif - GDP : gain diagnostique positif -
n : effectif - Se : sensibilité - Sp : spécificité - VPN : valeur prédictive négative - VPP : valeur

prédictive positive
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Bien qu'il n'y est pas de différence significative entre les lots sur les valeurs
moyennes des quatre index (Figure 29), il ressort toutefois que la répartition des
valeurs individuelles en valeurs faibles, intermédiaires et fortes, analysées par la
méthode du x? ou de Fisher exact est significativement influencée par :

- l'appartenance au lot : les chiens appartenant au lot "gros" ont tendance a
présenter plus souvent que les chiens du lot "correct” un index Slim en dehors des
bornes définies (65.0% contre 35.3%, p<0.1 (F)) et présentent en particulier une
augmentation significative de la fréquence des valeurs fortes du Shim (35.0% contre
8.8%, p<0.05 (F)). De plus, tous les animaux du lot "maigre" (n = 4) présentent un Slim
anormal (Figure 30).

- le sexe : chez les femelles, la fréquence des valeurs anormales de 'HOMA, et
du QUICKI ont tendance a étre plus élevée que chez les maéles (respectivement
58.8% contre 33.3% et 47.1% contre 20.8%, p<0.10 (x?)). De plus, chez ces dernieres, on
observe une augmentation significative de la proportion de faibles valeurs du
QUICKIn (26.5% contre 4.2% chez les males, p<0.05 (F)) (Figure 31).

- I'age : les animaux ayant entre 4 et 7 ans ont tendance a présenter une plus forte
proportion de valeurs anormales de I'index de Bennettum) (37.5% contre 12.5%, p<0.1
(x?)) et en particulier des valeurs faibles (20.8% contre 4.1%, p<0.1 (F)) par rapport
aux chiens agés de 7 a 10 ans (Figure 32).

- le format : les animaux de grand format ont tendance a présenter moins souvent
que les chiens de moyen format des valeurs anormales de Slim (36.0% contre 63.6%,
p<0.1 (x?)), les animaux de petit format présentant une proportion intermédiaire de
valeurs anormales (54.5%). De plus, on observe une diminution significative de la
proportion des faibles valeurs du QUICKIn chez les chiens de grand format par
rapport a ceux de moyen format (4.0% % contre 27.3%, p<0.05 (F)).(Figure 33)

- l'activité : des valeurs anormales basses de 'HOMA, ont tendance a étre
obtenues plus fréquemment chez les chiens actifs saisonniers (44.4%) que chez les
chiens sédentaires (15.1%, p<0.1 (F)); le pourcentage des actifs permanents ayant des

faibles valeurs est intermédiaire (37.5%) (Figure 34).
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8+ 8
7+ 71
6 6+
5 5
4 4
3 31
2 2+
1 1+
0 1 1 | 0 | ! ;
maigre correct  gros maigre correct  gros
(n=4) (n=34) (n=20) (n=4) (n=34) (n=20)
Index de
Bennett(m) QUICKIx
25 + 0,8 -
2 07
15 + 0,6 +
1 % 0,5+ %
0,5 + 0,4 +
0 1 1 | 03 1 1 |
maigre correct gros maigre correct gros
(n=4) (n=34) (n=20) (n=4) (n=34) (n=20)

Figure 29 : Valeurs moyennes et écartypes des index Slim, de 'HOMA, de Bennett(m)

et du QUICKIn dans les différents lots ("maigre", "correct", "gros).
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100 ?/0 Glycémie 100 ?/0 Insulinémie
80 - 80 - /**\
60 - 60 -
40 4 40 | *k
** N
N
0 ; ‘ ._| ‘ 0 T T 1
<437 ]4.37;6.37[ >6.37 mmol/l <6.32 16.32;25.02[>25.02 pmol/l
" Index Slim " HOMAmn
100 - 100 -
80 - * 80
N ]
60 - ok 60 -
G
40 - 40 -
20 7 |_ﬂ 20 7 ﬂ
0 T T 0 T 1
<1.55 ]1.55;4.13[ >4.13 <1.97 ]1.97;5.11] >5.11
%  Index de Bennett(m) % QUICKIn
100 - 100 -
80 - 80 -
60 - 60 -
40 - 40 -
20 - |:| 20 -
0 - T.:L 0 -
<0.95 ]0.95;1.99] >1.99 <0.48 ]0.48;0.66[ >0.66
Maigre - . Correct - Gros
(n=4) (n=34) (n=20)

Figure 30 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiares et fortes
de la glycémie, de l'insulinémie et des différents index en fonction de l'appartenance

a un lot.
*: p<0.1 - ** : p<0.05

116



100 i)/o Glycémie 100 i)/o Insulinémie
*%*
80 - 80 -
60 - 60 -
40 - 40 -
20 - 20 -
0 0
<437 ]4.37;6.37[ >6.37 mmol/l <6.32 ]6.32;25.02[>25.02 pmol/l
" Index Slim " HOMAm
100 - 100 -
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40 -
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%  Index de Bennett(m) % QUICKIn
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*
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60 -
40 -
20 -
0 - |
<0.95 ]0.95;1.99[ >1.99 <0.48  ]0.48;0.66[ >0.66
.Méles - . Femelles
(n=24) (n=34)

Figure 31 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et
fortes de la glycémie, de l'insulinémie et des différents index en fonction du sexe.

*1p<0.1 -**:p<0.05
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100 ?/0 Glycémie 100 f/o Insulinémie
80 - 80 -
60 - 60 -
40 - 40 -
20 - 20 -
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<437 ]4.37;6.37[ >6.37 mmol/l <6.32 ]6.32;25.02[>25.02 pmol/l
% %
100 - Index SIim 100 - HOMAR
80 - 80 A
60 - 60 -
40 A 40 -
m
0 ‘ ‘ | 0 ‘ \ \
<1.55 ]1.55;4.13[ >4.13 <1.97 ]1.97;5.11] >5.11
% %
100 - Index de Bennett(m) 100 - QUICKIm
80 - ; 80 A
60 - 60 -
40 - * 40 -
)
20 - 20 -
0 M _m 0
<0.95 ]0.95;1.99] >1.99 <0.48 ]0.48;0.66[ >0.66
4-7 ans - . 7-10 ans- 10-14 ans
(n=24) (n=24) (n=9)

Figure 32 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et
fortes de la glycémie, de I'insulinémie et des différents index en fonction de 1'age.

*1p<0.1 -**:p<0.05
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100 ?/0 Glycémie 100 f/o Insulinémie
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60 - 60 -
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<4.37 ]4.37;6.37[ >6.37 mmol/l <6.32 16.32;25.02[>25.02 pmol/l
% %
100 - Index SIim 100 - HOMAR
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<1.55 ]1.55;4.13[ >4.13 <1.97 ]1.97;5.11] >5.11
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100 - Index de Bennett(m) 100 - QUICKIm
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60 - 60 -
40 - 40 - f**\
0 4 i 0 4
<0.95 ]0.95;1.99[ >1.99 <0.48 ]0.48;0.66[ >0.66
Petit - . Moyen - Grand & Géant
(n=11) (n=22) (n=25)

Figure 33 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et
fortes de la glycémie, de I'insulinémie et des différents index en fonction du format.

*1p<0.1 -**:p<0.05
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Figure 34 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et

fortes de la glycémie, de I'insulinémie et des différents index en fonction de I'activité.

*1p<0.1 -**:p<0.05
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- l'alimentation : les chiens recevant une alimentation vétérinaire ont tendance a
moins souvent présenter des valeurs anormales du Shim (14.3%) par rapport aux
chiens nourris avec des aliments du commerce (53.1%) ou de la viande crue seule
(66.7%) (p<0.1 (F)) (Figure 35).

- en revanche, la stérilisation (Figure 36), et le lieu de vie (Figure 37)
n'apparaissent pas avoir d'incidence sur la répartition des valeurs des différents

index.
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Figure 35 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et

fortes de la glycémie, de I'insulinémie et des différents index en fonction de

l'alimentation.
*: p<0.1 - ** : p<0.05
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Figure 36 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et
fortes de la glycémie, de 1'insulinémie et des différents index en fonction de la
stérilisation.

*:p<0.1 - **: p<0.05
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Figure 37 : Comparaison de la distribution des valeurs faibles, intermédiaires et
fortes de la glycémie, de l'insulinémie et des différents index en fonction du lieu de
vie.

*: p<0.1 - **: p<0.05
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Sur les 58 chiens étudiés, 34 ont présenté au moins une altération de la régulation

de l'insulinémie (glycémie, insulinémie ou l'un des index situés au dela des valeurs

seuil retenues). Les caractéristiques épidémiologiques de ce groupe de chiens sont

reportées dans le tableau XVI. Il en ressort apres comparaison par la méthode du ¥?

et de Fisher exact, que parmi les chiens présentant une ou plusieurs altérations de la

sensibilité a l'insuline, on rencontre plus fréquemment des chiens appartenant au lot

"gros" (75.0%, p=0.05 (x?)) ainsi que des chiens recevant une alimentation du

commerce (p<0.05 (F)).

Parmi ce groupe de 34 chiens, la majorité (73.5%) ont présenté une altération

conjointe d'au moins 3 parametres. En fonction de la nature des altérations du profil

insulinique, 3 sous-groupes ont été constitués :

Le premier sous-groupe (SGi1) comprend 14 chiens pour lesquels 'HOMAR
et/ou le Slim relativement élevés (> 5.11 et 4.13 respectivement) sont associés
a une glycémie normale a augmentée et une insulinémie assez élevée ou
supérieure au seuil de 25.02 pmol/1 (Tableau XVII).

Les 13 chiens du deuxiéme sous-groupe (SGz) ont montré un index Shim et/ou
un HOMA, diminués (< 1.55 et 1.97 respectivement) associés a une glycémie
normale a augmentée, et une insulinémie assez faible ou inférieure a la valeur
seuil fixée (< 6.32 pmol/1) (Tableau XVIII).

Le troisieme sous-groupe (SG3) est constitué par 7 chiens dont la glycémie
faible (< 4.4 mmol/1) est associée soit a une insulinémie normale (2 chiens),
soit a une insulinémie diminuée (3 chiens) soit a une insulinémie augmentée

(2 chiens) (Tableau XIX).
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Chiens présentant une

Chiens ne présentant pas

Autres” (n=46)

54.3% (25)

45.7% (21)

Criteres altération du profil insulinique d'altération P

Effectif (n=58) 34 24
Lot
Maigre (n=4) 100% (4) 0.0 % (0) ~0.05"
Correct (n=34) 44.1% (15) 55.9% (19) ()('2)
Gros (n=20) 75.0% (15) 25.0% (5)
Sexe
Males (n=24) 45.8% (11) 54.2% (13) NS
Femelles (n=34) 67.6% (23) 32.4% (11)
Stérilisation
Stérilisés (n=15) 73.3% (11) 36.7% (4) NS
non stérilisé (n=43) 53.5% (23) 46.5% (20)
Format
Petit (n=11) 54.5% (6) 45.5% (5)
Moyen (n=22) 72.7% (16) 27.3% (12) NS
Grand & Géant (n=25) 48.0% (12) 52.0% (13)
Age**
4 — 7 ans (n=24) 66.7% (16) 33.3% (8)
7 — 10ans (n=24) 54.2% (13) 45.8% (11) NS
10 — 14ans (n=9) 44.4% (4) 55.6% (5)
Alimentation
\Vétérinaire (n=7) 14.3% (1) 85.7% (6)
Commerce (n=32) 62.5% (20) 37.5% (12) <0.05"
Ménageére (n=7) 57.1% (4) 42.9% (3) (3]
Viande crue (n=12) 75.0% (9) 25.0% (3)
Activité
Sédentaire (n=33) 51.5% (17) 48.5% (16)
Actif saisonnier (n=9) 66.7% (6) 33.3% (3) NS
Actif permanent (n=16) 68.7% (11) 31.3% (5)
Mode de vie
Chenil (n=12) 75.0% (9) 25.0% (3) NS

Tableau XVI : Répartition des chiens présentant ou non une altération du profil

insulinique (glycémie, insulinémie ou valeurs des index SI;, HOMA, QUICKI ou de

Bennet en dehors des valeurs seuils fixées) en fonction des critees épidémiologiques

Les effectifs sont indiqués entre parentheses - NS : non significatif

étudiés.

" p de la comparaison entre les pourcentages des animaux du lot "Correct" et ceux du lot

"Gros".

™ Age non déterminé chez un des chiens.
™ p de la comparaison entre les animaux recevant une alimentation vétérinaire et ceux
recevant une alimentation du commerce. Les autres comparaisons ne sont pas significatives.

= Extérieur et intérieur.
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Glycémie | Insulinémie Index de
e | (mmol) | (pmol/) Sl HOMA®m | gonnett,,, | @UICKIm
7 4.48 22.55 5.03 4.49 1.14 0.50
28 4.48 19.79 4.42 3.74 1.18 0.51
30 5,32 21,86 4,11 5,17 1,03 0,48
60 5,49 22,20 4,05 5,42 1,00 0,48
75 6,72 17,38 2,59 5,19 0,97 0,48
13 5,43 27,19 5,01 6,56 0,95 0,46
9 5,77 26,33 4,57 6,75 0,93 0,46
34 5,60 27,36 4,89 6,81 0,93 0,46
61 4,59 34,08 7,42 6,95 0,99 0,46
15 5,94 26,85 4,52 7,08 0,90 0,45
68 5,10 32,70 6,42 7,41 0,93 0,45
5 6,10 38,89 6,37 10,55 0,80 0,42
10 6,89 33,56 4,87 10,27 0,78 0,42
41 9,63 26,33 2,73 11,27 0,72 0,42

Tableau XVII : Altération du profil insulinique des chiens constituant le sous-groupe

1(n=14).

Les valeurs en gras sont supérieures aux valeurs seuils définies au préalable, les valeurs en

italiques gras sont inférieures aux seuils définies au préalable.

. | Glycémie | Insulinémie Index de
N (mmolf) (pmol/l) Slam HOMA m Bennettm QUICKI
59 5,21 2,41 0,46 0,56 3,65 0,91
72 6,05 3,61 0,60 0,97 2,29 0,75
22 4,82 3,79 0,79 0,81 2,53 0,79
40 5,21 5,51 1,06 1,27 1,88 0,69
62 5,10 5,85 1,15 1,33 1,84 0,68
74 6,55 1,89 0,29 0,55 4,42 0,91
42 7,06 4,65 0,66 1,46 1,77 0,66
43 7,17 5,68 0,79 1,81 1,55 0,62
65 6,78 6,88 1,02 2,07 1,44 0,60
55 5,54 6,37 1,15 1,57 1,67 0,65
2 5,99 7,40 1,24 1,97 1,48 0,61
64 5,04 6,54 1,30 1,46 1,75 0,66
56 4,48 6,88 1,54 1,37 1,83 0,67

Tableau XVIII : Altération du profil insulinique des chiens constituant le sous-groupe

2 (n=13).

Les valeurs en gras sont supérieures aux valeurs seuils définies au préalable, les valeurs en
italiques gras sont inférieures aux seuils définies au préalable.
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. | Glycémie | Insulinémie Index de
N1 (mmoln) (pmol/l) Slam HOMA m Bennetty, QUICKI
49 3,47 2,93 0,84 0,45 3,97 0,99
48 4,14 2,75 0,66 0,51 3,68 0,95
51 4,31 6,02 1,40 1,15 2,02 0,71
17 4,14 9,64 2,33 1,78 1,65 0,62
58 3,64 19,28 5,30 3,12 1,39 0,54
47 2,97 38,38 12,93 5,06 1,34 0,49
23 4,31 26,85 6,23 5,15 1,10 0,48

Tableau XIX : Altération du profil insulinique des chiens constituant le sous-groupe 3
(n=7).

Les valeurs en gras sont supérieures aux valeurs seuils définies au préalable, les valeurs en
italiques gras sont inférieures aux seuils définies au préalable.
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On constate que la composition des 3 sous-groupes a tendu a varier ou a varié
significativement (Fisher exact) en fonction du format (p<0.1), de l'age (p<0.1), du
type d'alimentation (p<0.1), I'activité (p<0.05) et le mode de vie (p<0.05).

Bien que non significative, la fréquence d'appartenance que SGs chez les chiens de
conformation correcte était tres faible (6.7%) par rapport aux deux autres sous-
groupes. En revanche, les chiens du lot "Gros" sont apparus équitablement répartis
dans l'ensemble des 3 sous-groupes. De plus, les chiens de grand format semblaient
appartenir plus fréquemment au SG3 (45.4%) contrairement aux chiens de moyen
(12.5%) et petit (0.0%) formats, et les chiens recevant une alimentation ménageére ou
du commerce étaient plus souvent dans le SG1. Cependant, les chiens jeunes adultes
(4 a 7 ans), nourris avec de la viande crue, actifs et vivant en chenil ont plus souvent
montré un profil insulinique anormal caractérisé par un HOMAn diminué (sous-

groupe 2) (Tableau XX).
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Criteres SG SG, SG; p(F)
Effectif (n=34) 14 13 7
Lot
Maigre (n=4) 50.0% (2) 25.0% (1) 25.0% (1)
Correct (n=15) 40.0% (6) 53.3% (8) 6.7% (1) NS
Gros (n=15) 40.0% (6) 26.7% (4) 33.3% (5)
Sexe
Males (n=11) 27.3% (3) 45.4% (5) 27.3% (3) NS
Femelles (n=23) 47.9% (11) 34.7% (8) 17.4% (4)
Stérilisation
Stérilisés (n=11) 45.5% (5) 18.2% (2) 36.4% (4) NS
Non stérilisé (n=23) 39.1% (9) 47.8% (11) 13.1% (3)
Format
Petit (n=6) 66.7% (4) 33.3% (2) 0.0% (0)
Moyen (n=16) 37.5% (6) 50.0% (8) 12.5% (2) <0.1
Grand (n=12) 33.3% (4) 25.0% (3) 41.7% (5)
Age”
4 — 7 ans (n=16) 31.3% (5) 56.3% (9) 12.5% (2)
7 — 10ans (n=13) 46.1% (6) 30.8% (4) 23.1% (3) <0.1
10 — 14ans (n=4) 75.0% (3) 0.0% (0) 25.0% (1)
Alimentation
\Vétérinaire (n=1) 0.0% (0) 100% (1) 0.0% (0)
Commerce (n=20) 50.0% (10) 25.0% (5) 25.0% (5) <01
Ménagere (n=4) 50.0% (2) 25.5% (1) 25.5% (1) '
Viande crue (n=9) 22.2% (2) 66.7% (6) 11.1% (1)
Activité
Sédentaire (n=17) 52.9% (9) 17.7% (3) 29.4% (5)
Actif saisonnier (n=6) 33.3% (2) 50.0% (3) 16.7% (1) <0.05
Actif permanent (n=11) 27.3% (3) 63.6% (7) 9.1% (1)
Mode de vie
Chenil (n=9) 22.2% (2) 66.7% (6) 11.1% (1) <0.05
Extérieur (n=25) 48.0% (12) 28.0% (7) 24.0% (6) '

Tableau XX : Répartition (en pourcentage et en nombre) des 33 chiens présentant une

altération du profil insulinique en fonction des différents criteres épidémiologiques.

Les effectifs sont indiqués entre parentheses - NS : non significatif

* Age non déterminé chez un des chiens.
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C. Discussion.

De nombreuses études (40 46,125,126, 147) se sont intéressées aux effets de I'obésité sur
l'insulinémie et sa régulation, et ont toutes mis en évidence l'existence d'une
résistance cellulaire a l'insuline associée a une augmentation significative de
l'insulinémie basale. Cependant, toutes ces études ont été effectuées sur des obésités
induites par des régimes riches en graisse, et dont l'installation était relativement
rapide (quelques mois). Le fait inédit de notre étude, est que nous nous sommes
intéressés aux effets de l'obésité spontanée (qui met souvent plusieurs années a
s'installer) sur la régulation de l'insulinémie. De plus, de nombreuses races étaient
représentées, et les chiens ne recevaient pas tous la méme alimentation ni ne vivaient

dans des conditions similaires, contrairement aux études précédentes.

1. Surpoids et criteres épidémiologiques.

Dans notre étude, la prévalence des chiens en surpoids s'est élevée a 34%, alors

qu'elle était de 42% en 2005 sur le continent australien (%8).

En accord avec de nombreuses autres études (8 65 71, 94 98 137) ]a proportion
d'animaux stérilisés obéses a été significativement plus élevée que celle observée
dans le groupe des non obeses. Houpt et al.(%® se sont intéressés aux fluctuations de
I'appétit au cour du cycle oestral chez la chienne : la prise alimentaire est apparue
minimale en période d'oestrus (concentrations élevées en oestrogenes et
progestérone), moyenne en di-oestrus (imprégnation progestéronémique) et
maximale en anoestrus (sécrétion minimale d'oestrogenes et progestérone). Ainsi la
stérilisation, similaire a un anoestrus permanent, serait responsable d'une hausse de
l'appétit. Chez le male, la stérilisation est responsable d'une modification notable du

comportement sexuel et en particulier d'une baisse de I'activité physique.
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La prise de poids a aussi significativement affecté moins souvent les chiens de
petit format (p<0.01) sans raison apparente. Le caractere généralement agité chez ce

type de chien peut éventuellement étre mis en cause.

Bien que les chiens en surpoids aient été majoritairement agés de 7 a 10 ans (40%),
la répartition des chiens de 1'étude en fonction de 1'age n'a pas été significativement
différente entre les chiens en excés pondéral et les autres. Toutefois, McGreevy et
al.®®), ont reporté une incidence notable de 1'dge sur l'obésité (Figure 38), la
prévalence de cette affection métabolique évoluant de fagon non linéaire et étant

maximale (16% de la population canine) chez les animaux agés de 8 a 9 ans.

2. Glycémie et insulinémie basales.

La glycémie et l'insulinémie ont été déterminées chez respectivement 61 et 60

chiens, cliniquement sains, a jeun depuis au moins 12h.

Les valeurs de la glycémie mesurée par spectrophotométrie ont variée de 2.99
mmol/l a 9.63 mmol/1 et la glycémie moyenne (+ écart-type) a été de 5.37 + 1.00
mmol/l. Ces résultats sont comparables aux valeurs usuelles données dans la
littérature (Tableau XXI). Bien que légérement sous-évaluée (1 mmol/l en moyenne),
la glycémie immédiate dosée par réflectométrie a été corrélée positivement avec la
glycémie différée dosée par spectrophotométrie en dépit d'une hétérogénéité de
traitement et de conservation des sangs totaux prélevés (quelques prélévements

n'ayant pu étre réfrigérés et/ou centrifugés que 3 a 4 heures apres la prise de sang).

L'insulinémie basale a été déterminée par une méthode ELISA de type sandwich et
les valeurs observées se sont étalées de < 1.73 a 38.90 pmol/I, I'insulinémie moyenne
(£ écart-type) étant de 15.64 + 9.50 pmol/l et l'intervalle de confiance a 95% étant de
1.74-38.40 pmol/1. Bien qu'assez faibles, ces valeurs sont comprises dans l'intervalle

de confiance a 85% (8.06-86.05 pmol/l) déterminé par MercodiaNP, lors de
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% de chiens
obéses

18 ~
16 ~
14
12
10 ~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Age

Figure 38 : Prévalence de I'obésité en fonction de I'age chez le chien (D'apres
McGreevy et al. 8)).

Valeurs usuelles de la L
.. Références
glycémie en mmol/l
3.02 -5.60 (88)
3.92 -6.16 (103)

Tableau XXI : Valeurs usuelles de la glycémie établies dans la population canine.
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I'élaboration du kit de dosage Canine Insulin ELISA (n=42) (18). Néanmoins, une
hémolyse, méme discrete (0.5 g/1 d'hémoglobine) des échantillons, secondaire a la
méthode de prélevement associée a une absence de réfrigération rapide, peut étre a
l'origine d'un effondrement de l'insulinémie mesurée, l'insuline étant dégradée par
les insulinases érythrocytaires (133 134). Cet artéfact technique associé a l'utilisation
d'une trousse de dosage spécifique de l'insulinémie canine par ELISA peuvent rendre
compte des valeurs globalement faibles obtenues dans cette étude.

Comme le montre le tableau XXII, ces résultats sont trés inférieurs aux données
disponibles dans la littérature. Les valeurs qui y sont présentées ont été établies par
dosage radio-immunologique de type RIA (quantité limité d'anticorps
monoclonaux). Bien que la méthode RIA reste encore chez le chien la méthode de
référence, il est probable que l'insulinémie ainsi mesurée soit légérement surévaluée
en raison de l'existence de réactions croisées non négligeables avec la pro-insuline
comme dans les situations de diabeéte sucré de type Il chez 'homme (132). De plus, lors
de RIA avec incubation a température ambiante, la dégradation du traceur induit
une surestimation de l'insulinémie si 1'incubation est longue (134. Par ailleurs, les
qualités intrinseques de spécificité et d'activité des anticorps utilisés dans les
différentes trousses de dosage sont également grandement responsables de
I'hétérogénéité des valeurs obtenues. Notons aussi que dans les études (9), (113) et
(147) les effectifs étaient réduits (respectivement 7, 38 et 10) et ne concernaient qu'une

seule race pour les études (9) et (147) et que des maéles pour I'étude (9) .

3. Intéréts des index SI1, HOMA, de Bennett et QUICKI dans
I'évaluation de la sensibilité périphérique a 1'insuline.

Grace a la détermination conjointe de la glycémie et de l'insulinémie basales, les

index Slim, HOMAn, l'index de Bennettm) et le QUICKI:, ont pu étre calculés.
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Valeurs de l'insulinémie en

pmol/l obtenue par RIA Référence Effectif Races
69,45 £ 6,95 9) 7 Beagles
86.57 £ 26.57 (74) nc nc
98.62 £ 6.25 (147) 20 Beagles
142.37 +79.87 (88) nc nc
173.63 £104.18 (84) nc nc
763.95 + 347.25 (113) 38 Multiple

Tableau XXII : Valeurs moyenne de l'insulinémie dans l'espece canine.

nc : non connu
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L'index SIim (Iogpmol/1/ Gommol/1)) explore un dysfonctionnement de la boucle de
régulation insuline/glucose. La valeur de cet index devient élevée lorsque
l'insulinémie et/ou la glycémie diminue. A l'inverse, cet index baisse lorsque
l'insulinémie devient faible et/ou la glycémie s'accroit. Dans notre étude, le Slim était
fortement et positivement corrélé a l'insulinémie alors qu'une corrélation négative et
nettement plus faible a été obtenue avec la glycémie. Ainsi, au sein de I'échantillon
des 58 chiens, les variations du Slim résultent essentiellement des variations de
l'insulinémie. Dans les situations d'insulino-résistance avérée et compensée,
caractérisée par une forte insulinémie associée a une glycémie normale (cas de 7
chiens du sous-groupe 1) (Tableau XVII), ou celles d'une insulinosensibilité correcte
associée a un hyperinsulinisme ou d'insulinome débutant (chiens n°7 et 28 du SG; et
n°23, 47 et 58 du SGs) (Tableau XIX), le Slim augmente. Lors d'une insulinopénie
débutante, compensée par une bonne insulinosensibilité ou décompensée par une
insulino-résistance, cet index est effondrée (cas des 13 chiens du sous-groupe 2)
(Tableau XVIII). Néanmoins, il existe des situations limites pour lesquelles le Slim
apparait normal a augmenté : lors d'insulino-résistance décompensée caractérisée par
une augmentation paralléle de l'insulinémie et de la glycémie (chiens n°10 et 41 du
SG1) (Tableau XVII), et lors d'insulinosensibilité forte, couplée ou non a un
hyperinsulinisme (cas du chien n°17 du SGs) (Tableau XIX). De plus, le SIim peut étre
normal a diminuée dans le cas d'une insulinosensibilité forte couplée a un
hypoinsulinisme (chiens n°48, 49, 51 du SGs). Enfin, l'index Slim peut apparaitre
normal lorsque la glycémie est relativement faible par rapport a l'insulinémie (cas
d'une situation normale ou d'un début d'insulino-résistance (chiens n°® 30 et 60 du
SG1) (Tableau XVII)), ou lors d'une insulino-résistance décompensée couplée a une

insulinopénie débutante (chien n°75 du SG1) (Tableau XVII).

L'HOMAm (Iogpmol/nxGommol/1/22.5) © 9) est proportionnel a l'insulino-résistance :
lors d'insulino-résistance débutante (insulinémie assez élevée mais restant normale),
avérée, compensée ou non (chiens du SGi), 'lHOMA augmente (Tableau XVII). A
l'inverse, lors d'insulinopénie primaire avérée ou débutante (12 chiens sur 13 du SG2

et 4 chiens sur 7 du SGs), 'HOMA diminue (Tableau XVIII et Tableau XIX). Ainsi, les

136



variations de l'insuline sont en général paralleles a celles de 'HOMAn (forte
corrélation positive entre ces deux parametres). Dans cette optique, une corrélation
positive modérée a été effectivement obtenue dans notre étude entre 'HOMA et la
glycémie. Néanmoins, on peut observer un HOMA, normal voire augmenté lorsque
l'insulinémie tend a diminuer alors que la glycémie augmente (chien n°75 du SGi),
ou lors d'une hyper-insulinémie couplée a une hypoglycémie traduisant une

sensibilité périphérique a l'insuline correcte (chien n°23 du SGs).

Bien que dans la plupart des cas d'insulino-résistance (SGi1) et d'insulinopénie
(SG2) les index Slim et HOMAN varient dans le méme sens, il est apparu des cas ou
un seul index a fluctué :

- une augmentation seule du Shim lors d'hypoglycémie associée ou non a un
hyperinsulinisme (respectivement les chiens n°47 et 58 du SGs) ou lors d'une
insulinémie relativement élevée associée a une glycémie normale (chiens n°7
et 28 du SG1) ;

- une augmentation seule de 'HOMAn lors d'insulino-résistance fortement
décompensé (chien n°41 du SG1), en début d'installation (chiens n°30 et 60 du
SG1) ou lors d'une insulinopénie débutante secondaire a une insulino-
résistance (chien n°75 du SGi) ;

- une diminution seule du Slim associée a une insulinémie relativement faible
et une glycémie augmentée (respectivement chez les chiens n°2 et 65 du SGy) ;
- une diminution seule de 'HOMAn (chien n°17 du SGs) traduisant une
insulinosensibilité correcte associée a une discrete diminution de

I'insulinémie.

L'index de Bennettum) (1/[log Gommol/1 X log Iopmoi/]) & © est reconnu pour étre
directement proportionnel a la sensibilité de l'organisme a l'insuline. Ainsi, lors
d'insulinosensibilité accrue, cet index augmente de facon d'autant plus importante
qu'apparait une hypoinsulinémie (chiens n°48, 49 et 51 du SGs). De méme, lors
d'insulinopénie (8 chiens sur 13 du SG), I'index de Bennettm) est normal a élevé

(Tableau XVIII). En revanche, lors d'insulino-résistance, cet index est le plus souvent
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diminué (8 chiens sur 13 du SG1) sauf lors d'insulino-résistance fortement compensée

(chien n°61 du SG1) ou débutante (chiens n°7, 28, 30 et 60 du SG1) (Tableau XVII).

Le dernier index utilisé, le QUICKIm (1/[log Iopmol/1) + log Gommol/n]) © 70), reflete
également directement la sensibilité périphérique a l'insuline : lorsque cette derniere
est importante, le QUICKI, s'en trouve augmenté. Ainsi, dans les cas d'insulinopénie
avérée, de fortes valeurs de cet index peuvent étre observées dans la mesure ou
l'activité hormonale est conservée (6 chiens sur 13 du SGg, et 3 chiens sur 7 du SGs),
sinon ce parametre reste stable (cas des insulinopénies débutantes primaires ou
secondaires a une insulino-résistance (chiens n°2, 55, 56, 64 du SGz) et cas des
insulinopénies décompensées (chiens n° 42, 43, 65 du SG2)) (Tableau XVIII). En outre,
dans notre étude, 2 chiens du SGs; (chiens n°17 et 58) ont présenté une hypoglycémie
associée a une insulinémie normale alors que le QUICKIn est resté stable.
Inversement, lors d'insulino-résistance compensée ou non (insulinémie augmentée

associée a une glycémie normale a augmentée), le QUICKIx diminue (cas de 9 chiens

sur 13 su SGi)(Tableau XVII).

L'index de Bennettm) et le QUICKIn ne varient donc nettement que lors de
situations avérées d'insulino-résistance ou d'insulinopénie (forte spécificité) alors que
l'index Slim et 'HOMAm semblent plus sensibles (sensibilité pour l'insulinopénie de
100%, et pour 1'hyperinsulinisme de 90.9%), ce qui explique 1'obtention de corrélation
négative obtenues entre le QUICKIn d'une part et 'HOMAm ou le Slim ou l'index de

Bennettm) ou l'insulinémie d'autre part.

L'index SI;, 'HOMA, l'index de Bennet et le QUICKI, sont des index qui ont été
établis chez 'homme. Appleton et al.©) a comparé ces 4 index a l'index de sensibilité a
l'insuline déterminé par la méthode de Bergman() (méthode de référence) chez le
chat et a mis en évidence que 'HOMA était le meilleur index de mesure simple de la

sensibilité périphérique a l'insuline dans cette espéce.
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La répartition des valeurs de l'index de Slim et de 'HOMA, apres transformation,
a suivi une loi normale permettant ainsi le calcul d'un ICosy de 0.25-7.75 pour le Slim
et de 0.35-9.46 pour 'HOMA. Les unités de l'insulinémie et de la glycémie utilisées
pour le calcul de ces index varie d'une étude a l'autre rendant toute comparaison

impossible.

Au bilan, les chiens du SGi, sont caractérisés par une insulinémie élevée qui peut
correspondre a (Tableau XXIII) :

- une insulino-résistance débutante chez 4 chiens (n°7, 28, 30 et 60) caractérisée
par une insulinémie relativement élevée mais restant inférieure a la limite
supérieure, et une glycémie normale associées le plus souvent a un HOMAn
augmenté, un SIim normal a augmenté, un index de Bennettum) normal, ainsi
qu'un QUICKI, relativement faible mais restant supérieur ou égal a la limite
inférieure.
- une insulino-résistance avérée et compensée chez 7 chiens (n°5, 9, 13, 15, 34,
61, 68), caractérisée par un hyperinsulinisme associé a une glycémie normale.
Les index SIim et HOMA, sont augmentés alors que le QUICKI, est diminué et
l'index de Bennett normal mais faible.
- une insulino-résistance avérée et décompensée chez 2 chiens (n°10 et 41),
caractérisée par une hyperinsulinémie associée a une hyperglycémie ainsi qu'a
des index de Bennett(m) et QUICKI» diminués, un HOMA, augmenté et un Slim
normal a augmenté.
- une insulino-résistance = décompensée par une diminution de
I'hyperinsulinémie compensatoire chez 1 chien (n°75), caractérisée par une
insulinémie normale et une hyperglycémie. Les index de Bennettm) et QUICKIn

sont normaux mais faibles, 'HOMA est élevé et 1'index Slimest normal.
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Altération du profil insulinique

SG Insulinémie | Glycémie Nombre de
Nature Index .
(pmol/l) (mmol/]) chien
Slimnormal ou >4.13 4
Insulino-résistance m >5.
. élevée <25.02 | normale HOMA, >5.11 (n°7, 28, 30,
débutante Index de Bennett normal 0
QUICKT,, faible )
Slim >4.13 7
Insulino-résistance avérée m >5.
p >25.02 normale HOMAn >5.11 (n°5,9, 13,15,
et compensée Index de Bennett < 0.95 34 61 68
QUICKI,, <0.48 - 61, 68)
1
Slim normal
I L .. -
nsulino feszstance,averee S25.00 ~6.37 HOMA,, >5.11 2
et decompensee Index de Bennett <0.95 (n°10, 41)
QUICKI,, <0.48
Insulino-résistance non Shim normal
compensée par une normale >6.37 HOMAR >5.11 1
P . P L ) Index de Bennett faible (n°75)
hyperinsulinémie QUICKI,, faible
SIim <1.55 4
. e g . HOMA,, faibl
Insulinopénie débutante | Faible >6.22 | normale © aible (n°2, 55, 56,
Index de Bennett normal 1
QUICKI,, élevée )
Insulinopénie avérée Shin <1.55 5
; HOMA, <1.97 .
compensée par une bonne <6.22 normale e % (n°22, 40, 59,
. . e s s Index de Bennett élevé > 7>
) insulinosensibilité QUICKI,, >0.66 ,72)
Slim <1.55
I C A
nsulz/nopenze avéree <6.07 637 HOMA, <1 9? / ) 3
decompensee Index de Bennett élevé (n°42, 43, 74)
QUICKI,, élevé
Insulinopénie débutante Slhim <1‘5fr’
secondaire a une insulino- faible >6.37 HOMA faible 1
o ’ Index de Bennett normal (n°65)
resistance QUICKI;, normal
Slimnormal a >1.55
. o eqer s HOMA L normal a <1.97 2
<
Insulinosensibilité forte normale 4.37 Index de Bermnett normal (n°17, 58)
QUICKI;, normal
Insulinosensibilité forte Hgll\l/[m;lff o7 3
Se d < < moe
3 'coup l?e a %me 6.22 4.37 Index de Bennett >1.99 (n°48, 49, 51)
insulinopénie QUICKI,, >0.66
Insulinosensibilité forte Hgﬁ:“’l‘r’ ) 5
PN m eleve
> <
CouP lée a L{n 25.02 4.37 Index de Bennett normal (n° 23, 47)
hyperinsulinisme QUICKI,, faible

Tableau XXIII : Nature et caractéristiques des différents profils d'altération de la

boucle de régulation insuline/ glucose observée chez 32 chiens.
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Parmi les chiens du SGj, caractérisés par une insulinémie faible, on peut
considérer plusieurs cas de figures (Tableau XXIII):

- une insulinopénie primaire débutante sur 4 chiens (n°2, 55, 56, 64),
caractérisée par une insulinémie normale mais faible associée a une glycémie
normale, des index Sl et HOMA diminués, un index de Bennettm) normal et
un QUICKI, relativement élevé.
- une insulinopénie primaire avérée et compensée par une bonne sensibilité
périphérique a l'insuline chez 5 chiens (n°22, 40, 59, 62, 72), caractérisée par une
hypoinsulinémie associée a une glycémie normale, se traduisant par des index
SIm et HOMAL diminués, un QUICKI, relativement élevé et un index de
Bennettm) normal a augmenté.
- une insulinopénie avérée décompensée chez 3 chiens (n°42, 43, 74),
caractérisée par une diminution de l'insulinémie couplée a une hyperglycémie,
qui entraine une chute du Slim et de 'HOMAm, et des index de Bennettm) et
QUICKI relativement élevés.
- une insulinopénie débutante probablement secondaire a une insulino-
résistance chez 1 chien (n°65), la glycémie étant anormalement élevée alors que
l'insulinémie est certes faible, mais normale. Dans ce cas, l'index Slim était

diminué.

Les chiens du SGs caractérisés par une hypoglycémie, présentent une tres bonne
sensibilité périphérique a l'insuline isolée (chiens n°17 et 58), ou associée a un
hyperinsulinisme (chiens n°® 23 et 47). Cette derniere situation peut correspondre a
une stimulation excessive de la sécrétion d'insuline par un stimulus insulino-
sécréteur autre que le glucose, et en particulier les acides gras libres. En effet, les
deux chiens présentant cette caractéristique étaient des chiens en surpoids, or le
jetine provoque, entre autre, un relargage d'acides gras libres dans le sang. On peut
également envisager l'installation d'un insulinome débutant ou d'une hyperplasie
des ilots P pancréatiques, qui seraient responsables d'une production hormonale
exagérée. Pour les chiens du SGs présentant un hypoinsulinisme couplé a une

hypoglycémie (chiens n°48, 49, 51), la centrifugation des prélévements sanguins n'a
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pu étre faite qu'entre 3 et 5 heures apres le préléevement. Bien que I'hypothése d'une
dégradation du glucose ne peut étre retenue puisque la glycémie mesurée par

réflectométrie était également diminuée, une sous-évaluation de l'insulinémie est a

envisager (Tableau XXIII).

4. Profils insuliniques et criteres épidémiologiques.

Au vue de l'ensemble des résultats présentés, il apparait que plusieurs criteres
épidémiologiques sont significativement reliés a une ou plusieurs altérations de la

boucle de régulation insuline/ glucose.

Tous les chiens maigres (n = 4) ont présenté une altération de leur profil
insulinique, 2 présentant une insulino-résistance compensée (chiens n°9 et 61), 1 une
insulinopénie débutante (chien n°2) et le quatriéeme (chien n°58) wune
insulinosensibilité forte isolée, leur déficit pondéral étant sans doute la conséquence
d'un désordre métabolique. Les chiens en surpoids ont montré plus fréquemment
que les chiens de conformation correcte, une insulinémie anormale (p<0.05) et en
particulier une augmentation de cette derniere (p<0.05), associée a une augmentation
du Shim (p<0.05). De plus, ils ont tendance a présenter plus souvent que les autres
une insulinémie (p<0.1) et une glycémie (p<0.05) diminuées. Ainsi, 75.0% des chiens
en surpoids ont présenté une altération de leur profil insulinique (p=0.05). Toutefois
I'embonpoint ne semble pas affecter I'appartenance a un sous-groupe particulier, les
chiens y étant répartis équitablement.

Cependant, 1'augmentation de la fréquence des valeurs fortes du Slim chez ces
chiens traduit I'existence d'un hyperinsulinisme secondaire a une insulino-résistance
(15.0%) ou a une stimulation des ilots [} pancréatiques indépendantes de la glycémie
(10.0%). En effet, en raison des effets des adipokines et des acides gras libres sur la
régulation de l'insulinémie (c¢f Partie I), la probabilité d'apparition d'un état
d'insulino-résistance augmente lors d'obésité avérée ou en cours d'installation

(surpoids). Néanmoins, plusieurs autres facteurs épidémiologiques (sexe,
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alimentation, format, age), qui, par ailleurs, concourent a l'instauration de cet état
pathologique, affectent également la réponse périphérique a l'insuline probablement
par les mémes mécanismes moléculaires; il est donc possible qu'une insulino-
résistance s'installe avant l'apparition d'une obésité patente. D'autre part, une obésité
avérée peut également interférer avec la boucle de régulation glycémie/insuline en
permettant l'installation d'une insulinopénie de par les effets inhibiteurs de la leptine
et des acides gras sur la sécrétion insulinique et de par la destruction progressive des
ilots endocriniens due en particulier a des phénomenes de lipotoxicité et de
glucotoxicité. Cette dualité d'action de l'obésité sur la production insulinique
(développement d'une insulino-résistance suivie d'une décompensation par
induction d'une insulinopénie) peut expliquer l'absence de variations significatives
de la glycémie moyenne (113) et ou de I'insulinémie moyenne chez les animaux obeses.

De méme, dans la comparaison des travaux relatifs a l'influence de 1'obésité sur la
régulation insulinique, il convient de prendre en considération les criteres de
définition des animaux obéses ainsi que la méthode statistique d'analyse. Dans la
présente étude, le troisieme lot constitué regroupait des chiens en surpoids et obéses
dont la conformation générale analysée par inspection visuelle s'éloignait de celle
d'animaux dont I'état d'embonpoint était réduit. Il existe d'autres méthodes
d'appréciation de l'obésité (mesures morphométriques(®), poids corporel relatif(18),
indice d'état corporel a cinq points??, mesure échographique de la graisse sous-
cutanée®) qui conduisent a une classification plus stricte des animaux (élimination
d'une proportion relative d'animaux seulement en surpoids) et probablement une
sous-estimation des cas d'insulino-résistance. Etant donné que le profil de production
et de réponse insulinique peut étre altéré de deux manieres opposées, et que la
décompensation de l'insulino-résistance semble plus rapide chez le chien que chez
I'homme(®), il apparait plus adapté de comparer la distribution des valeurs de la
glycémie, de l'insulinémie et des différent index que de comparer les moyennes
obtenues chez les individus obeses et normaux. Dans cette optique, le choix des
seuils d'interprétation de la glycémie, de l'insulinémie, et des différents index
influence grandement les possibilités d'interprétation, ['utilisation de seuils

hautement discriminants compromettant une analyse de la répartition des valeurs
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observées en diminuant le nombre de valeurs anormales. En revanche, la définition
de valeurs limites moins sélectives, permet de mettre en évidence des différences
significatives dans la distribution des données anormales en fonction des groupes
d'animaux mais n'apporte pas de conclusion absolue en raison d'une plus grande

fréquence de faux positifs ou de faux négatifs.

Les femelles présentent plus souvent des valeurs élevées d'insulinémie (p<0.1) et
des valeurs faibles du QUICKIn (p<0.05) alors que les males présentent moins
souvent une altération de l'insulinémie (p<0.05), de 'HOMA (p<0.1) ou du QUICKI
(p<0.1). Bien que la répartition des femelles présentant au moins une anomalie ne
soit pas significativement différente au sein des 3 sous-groupes constitués, on
constate néanmoins que 55.9% (19/34) des femelles de 1'étude présentent un profil
susceptible d'évoluer vers un diabete sucré (SGi et SG2) contre seulement 33.3%
(8/24) des males. De plus, ces dernieres présentent plus particulierement un profil de
type insulino-résistance (47.9% contre 27.3% des males) ou une insulinopénie avérée
(7/8) alors que les males présentent plutdt une insulinémie faible associée a une
glycémie normale (3/4). Cette analyse est en accord avec une étude de Guptill et al.(%%)
qui avait mis en évidence une augmentation nette de la prévalence du diabéte sucré
chez les femelles (p<0.001). Etant donné les possibles interactions entre les stéroides
sexuels et 1'insuline, il aurait été intéressant de déterminer la période du cycle sexuel
chez les femelles non stérilisées. En effet, Renauld A. et al. (22) ont montré que les
oestrogenes étaient responsables, d'une part, d'une augmentation significative de la
concentration en acides gras libres circulant, et d'autre part, d'une augmentation de
l'insulino-résistance se traduisant par un retard de normalisation de la glycémie et
une activité sécrétoire accrue des cellules B pancréatiques. L'insulino-résistance en
période d'imprégnation oestrogénique (correspondant au pro-oestrus et a l'oestrus
chez la chienne) serait donc secondaire a l'action inhibitrice des acides gras sur le
signal insulinique des cellules périphériques (cf Partie I). De plus, en di-oestrus, la
progestérone stimule la synthése de I'hormone de croissance (GH) (" qui inhibe la

sécrétion d'insuline par le pancréas ),
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Bien que la stérilisation est influencée de maniere significative les valeurs
anormales de glycémie faibles comme fortes (p<0.05), cette derniere n'a eu
d'influence ni sur les autres composants du profil insulinique, ni sur l'appartenance a
un des sous-groupes. Ce fait est expliqué entre autre par la faible corrélation
existante entre la glycémie et les index Slim, HOMA,, de Bennettm) et QUICKI, ces

derniers étant beaucoup plus sensibles aux variations de l'insulinémie.

La fréquence des valeurs anormales et en particulier des valeurs faibles de l'index
de Bennettm), caractérisant une insulino-résistance avérée, est apparue augmentée
chez les jeunes adultes (4 a 7 ans)(p<0.1) alors que curieusement ces derniers sont

principalement rencontrés dans le SG> (p<0.1) caractérisé par une insulinopénie.

Le format et, de facon indirecte, la race, semblent associées a l'existence d'un profil
altéré, les anomalies biochimiques étant plus fréquentes chez les petits et moyens
formats. En effet, les pourcentages de petits et moyens formats ont tendance a
présenter plus souvent que les grands des valeurs anormales de I'index Shim (p<0.1),
ainsi que des faibles valeurs de QUICKIn (p<0.05). De plus, les chiens de grand
format semblent avoir une meilleure sensibilité périphérique a l'insuline puisque
20.0% (5/25) d'entre eux appartiennent au SGs contre seulement 9.1% (2/22) des
chiens de moyen format et 0.0% (0/11) des chiens de petit format (p<0.1). Bien que le
faible nombre de représentants dans chaque race ne permette pas de conclure en
lI'existence d'une éventuelle prédisposition génétique a une sensibilité cellulaire
accrue a l'insuline, il est a noter que 3 chiens sur 7 de la famille des Retriever (Golden
et Labrador) ayant participé a cette étude, appartiennent au SGs. Ce fait est en accord
avec une étude rétrospective portant sur 1'épidémiologie du diabete sucré ©¢), au
cours de laquelle, l'existence de races "résistantes" au diabete sucré a été mise en

évidence et dont le Labrador et le Golden Retriever font partie.
Les chiens nourris avec des aliments du commerce ont présenté bien plus souvent

une altération du profil insulinique (20/32 soit 62.5%) que les chiens nourris avec un

aliment vétérinaire (1/7 soit 14.3%) (p<0.05), associée a des valeurs anormales de

145



glycémie et d'index Slim (p<0.1). De méme, les chiens nourris avec de la viande crue
ont présenté plus souvent une altération du Slim que ceux alimentés avec un produit
vétérinaire (p<0.1) et appartiennent majoritairement au SGz (66.7%) (p<0.1). Comme,
les chiens recevant de la viande crue ne sont nourris qu'une seule fois par semaine,
ceci peut expliquer la faible insulinémie. Toutefois, ces derniers vivaient tous en
chenil et ont été qualifiés d'actifs permanents (chiens de chasse a courre). Ainsi, il est
difficile de dissocier l'influence d'un critere épidémiologique particulier pour ce type
de chien. Bien qu'aucun effet significatif n'ait été mis en évidence, la distribution des
aliments du commerce semble favoriser I'émergence d'un profil de type insulino-
résistance (28.1% des chiens recevant ce type d'alimentation appartiennent au SGi).
Ce phénomene ne peut s'expliquer par la composition moyenne en matieres grasses
des aliments qui est similaire d'un aliment a l'autre (en général entre 11 et 14% de la

matiere seche), mais sans doute par la nature méme des acides gras présents.

Les animaux actifs ont présenté plus souvent que les animaux sédentaires des
fréquences faibles de I'HOMA (p<0.1), traduisant une meilleure sensibilité a
l'insuline chez ces derniers. De plus, la composition des sous-groupes en fonction de
l'activité des chiens s'est avérée significativement différente, les chiens actifs
(saisonniers ou permanent) étant majoritairement (58.8%) dans le SG> (p<0.05) et les
chiens sédentaires (52.9%) dans le SGi. Il apparait par conséquent que l'absence
d'exercice favoriserait la mise en place d'une insulino-résistance comme chez
I'homme €0, 100). La réduction de l'activité musculaire conduit a une plus faible
utilisation périphérique du glucose a des fins énergétiques et donc a un stockage de
ce dernier sous forme de triacylglycérol, favorisant ainsi la mise en place d'une
hyperlipidémie responsable d'une insulino-résistance (cf Partie I). Il est également
probable que l'absence de différence nette entre les animaux sédentaires et les autres
résulte du fait que I'activité physique quotidienne tel que les jeux, promenades, etc.,
n'a pas été prise en compte. De plus, les animaux qualifiés d'actifs saisonniers ont été
pour la plupart prélevés en période de repos, s'apparentant d'avantage a la

sédentarité.
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Bien que les chiens présentant une anomalie du profil insulinique vivant en chenil
appartiennent majoritairement (66.7%) au SGz (p<0.1), aucune altération significative
de 1'un des parametres biochimiques n'a été mis en évidence chez ces derniers.
L'appartenance a ce sous-groupe est tres certainement lié au fait que tous les chiens
de I'étude vivant en chenil pratiquaient une activité physique (chiens de chasse) et
étaient nourris avec de la viande crue, il est donc difficile de dissocier 1'habitat de

l'influence de l'activité physique ou de celle de I'alimentation pour cette catégorie.
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Conclusion

La régulation de l'insulinémie, ainsi que ses effets sur les cellules périphériques,
sont intimement liés au métabolisme énergétique, en particulier a celui du glucose, et
au métabolisme lipidique. L'obésité chez le chien est responsable de nombreux
bouleversements métaboliques et physiologiques influencant de maniére non
négligeable sur la régulation de l'insulinémie. En effet, 1'état inflammatoire chronique
qui s'installe lors de sur-abondance du tissu graisseux, ainsi que I'hyperlipidémie et
I'hyperleptinémie qui lui sont associées, sont responsables du développement a la
fois d'une insulino-résistance périphérique a l'insuline, et d'une diminution de la
synthese et de la sécrétion d'insuline par le pancréas, modifications responsables a

terme de la mise en place du diabéte sucré.

Les altérations du profil insulinique établies sur la base de la détermination
conjointes de la glycémie et de l'insulinémie basales et le calcul des index Slim,
HOMA, de Bennettm) et QUICKIn chez 58 chiens, apparaissent plus fréquentes chez
les chiens en surpoids que chez ceux de conformation normale. Les situations
d'insulino-résistance (caractérisées par une insulinémie modérément ou nettement
élevée associée a une glycémie normale ou augmentée, et/ou des index Shim et
HOMA, augmentés et/ou des index de Bennettm) et QUICKIn faibles mais plus
rarement) seraient majoritairement observées dans cette catégorie de chiens et sont
associées a d'autres facteurs épidémiologiques tels que le sexe (femelle), le format
(moyen et petit), l'alimentation (aliment du commerce), l'activité (sédentarité).
Cependant, une insulinopénie primaire ou secondaire a une insulino-résistance peut
aussi étre mise en évidence (diminution de l'insulinémie alors que la glycémie reste
normale ou augmente, et/ou diminution des index Shm et HOMAn, et/ou
augmentation possible des index de Bennettm) et QUICKIm) chez les animaux en
surpoids. Ce deuxieme type d'altération majeure ainsi que les cas d'insulino-
sensibilité accrue sont néanmoins plutdt observés chez des animaux de conformation

normale, de grand format, et actifs.
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La coexistence des deux profils anormaux majeurs chez les chiens en surpoids
résulte probablement des effets biphasiques d'une obésité débutante ou avérée sur la
boucle de régulation insulinémie/glycémie conduisant initialement a une insulino-
résistance due a une utilisation privilégié des acides gras libres au détriment du
glucose et a la réorientation des métabolismes hépatiques et musculaires vers la
production endogéene de I'hexose, et secondairement a une inhibition de la
production insulinique par les adipokines, la leptine et les acides gras ainsi que la
mise en place de phénomenes de glucotoxicité et lipotoxicité. Toutefois, la difficulté
d'établir nettement dans les différentes études la présence d'une insulino-résistance
chez les chiens diabétiques en surpoids ou non suggere que cet état se compliquerait
plus rapidement que chez I'homme par une insulinopénie plutét que 1'émergence

directe d'un diabete sucré de type II.
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Annexe 1 : Fiche de recueil des commémoratifs.

N° . Nom, Prénom :........ooooeiieiiianii....
n . e s y esr Nom chien :.......cooooooiiiiiiiiinnn.
These insulinémie et obésité | ~odgeter:..... 7
Adresse i
Chien SAIN, A JEUN depuis 12h’ .............................................
agé de 4 ‘a 14 ANS | e
Fiche clinique
Motif de consultation : Age: ...

0O vaccination
0 ACCA
[0 Autre

Sexe
0 Mile
(] Femelle
0 Stérilisé(e) : dge de stérilisation :

Conditions de vie :
U Appartement
[J Maison avec jardin
O Autre (préciser) : .......

Alimentation :

O croquettes (préciser la marque) : ............
[ ration ménagere (Préciser) & ......ooeveeennnn.
[ autre (PEECISET) 2 wawssuss se svsunass snassmas s5ans

Race (ou type racial. format) : .....

Etat d’engraissement (voir au verso) :
Poids : ....

(0 Maigre
O Correct
O Gros

Activités :

O chien de compagnie
O chien de travail (préciser) : ............
O autre (Préciser) @ .....oooeveeenenenennnn.

Prélévement

Date: ...../..../.....
Difficulté de prélévement : Ooui [ non

Heure du prélevement : .......

Heure de centrifugation :
Date d’analyse :
Heure d’analyse :

Remarque:
Glycémie :
Insulinémie :
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Annexe 2 : Tableau de données individuelles

0 1 2 3 4
Lot - maigre correct gros -
Age - 4-7 ans 7-10 ans 10-14ans -
Sexe - méale femelle - -
Stérilisation non oui - - -
Format - petit moyen grand géant
Alim. (alimentation) - vétérinaire commerce ménageére viande cru
Activité - sédentaire  actif saisonnier actif permanent -
Condition de vie - extérieur intérieur chenil -
N° Lot Age Sexe Sté_rilisa— Format Alim. Activité Condit.ion Glycémie Insulinémie
tion de vie (mmol/l) (pmol/l)
9 |1 3 1 0 3 2 1 1 5.77 26.33
2 |1 2 1 0 1 2 1 1 5.99 7.40
58 | 1 2 2 0 2 4 3 3 3.64 19.28
61 |1 2 2 0 2 4 3 3 4.59 34.08
49 | 2 1 1 0 3 2 1 1 3.47 2.93
56 | 2 1 1 0 2 4 3 3 4.48 6.88
32 | 2 1 1 0 2 3 3 1 4.82 12.56
26 | 2 2 1 0 3 1 1 1 4.87 19.62
1|2 3 1 0 3 2 1 1 4.98 17.04
36 | 2 1 1 0 3 2 2 1 5.04 13.60
54 | 2 1 1 0 2 4 3 3 5.15 16.35
16 | 2 1 1 0 1 2 1 1 5.21 19.45
11 | 2 2 1 0 3 2 2 1 5.32 12.39
30 | 2 2 1 0 3 2 1 1 5.32 21.86
4 |2 1 1 0 3 2 1 1 5.38 21.34
55 | 2 1 1 0 2 4 3 3 5.54 6.37
44 | 2 3 1 0 3 1 1 1 5.60 13.77
31 |2 3 1 0 3 2 1 1 5.71 19.62
72 | 2 1 1 0 2 3 3 1 6.05 3.61
65 | 2 1 1 0 2 4 3 3 6.78 6.88
20 | 2 2 2 0 3 2 2 3 4.70 <1.73
22 | 2 1 2 0 3 1 2 1 4.82 3.79
39 | 2 1 2 0 3 2 1 1 4.82 <1.73
57 | 2 2 2 0 2 4 3 3 4.87 17.90
37 | 2 3 2 0 3 1 1 1 4.93 14.11
64 | 2 1 2 0 2 4 3 3 5.04 6.54
14 | 2 2 2 0 1 1 1 1 5.15 9.98
12 | 2 2 2 1 1 2 1 1 5.26 8.95
13 | 2 1 2 0 1 2 1 1 5.43 27.19
60 | 2 2 2 0 2 4 3 3 5.49 22.20
8 |2 1 2 0 3 1 1 1 5.66 19.96
6 |2 2 2 0 1 1 1 2 5.71 14.97
46 | 2 3 2 1 3 2 1 1 5.77 18.07
15 | 2 1 2 0 1 3 1 1 5.94 26.85
67 | 2 1 2 0 2 3 3 1 5.99 13.08
35 |2 2 2 1 1 2 1 1 6.10 10.15
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N° Lot Age Sexe Sté_rilisa— Format Alim. Activité Condit.ion Glycémie Insulinémie
tion de vie (mmol/l) (pmol/l)
74 | 2 1 2 0 3 2 2 1 6.55 1.89
75 | 2 3 2 1 3 2 2 1 6.72 17.38
10 | 2 2 2 0 1 2 2 1 6.89 33.56
43 | 2 2 2 1 1 2 1 1 7.17 5.68
48 | 3 3 1 1 3 2 1 1 4.14 2.75
23 | 3 1 1 1 2 2 1 1 4.31 26.85
7 |3 2 1 1 1 2 1 1 4.48 22.55
19 | 3 2 1 0 2 2 1 1 4.93 11.87
3 |3 2 1 0 3 2 1 1 5.60 13.60
52a | 3 2 1 0 3 2 1 1 5.77 11.01
47 | 3 Ic 2 0 3 2 1 1 2.97 38.38
17 | 3 2 2 1 3 3 2 1 4.14 9.64
51 | 3 2 2 1 3 2 1 1 431 6.02
28 | 3 2 2 0 4 2 1 1 4.48 19.79
62 | 3 2 2 0 2 4 3 3 5.10 5.85
68 | 3 3 2 0 2 3 3 1 5.10 32.70
40 | 3 1 2 0 3 2 2 1 5.21 5.51
59 | 3 2 2 0 2 4 3 3 5.21 2.41
52b | 3 1 2 0 3 1 2 1 5.32 ND
63 | 3 1 2 0 2 4 3 3 5.49 11.70
34 | 3 1 2 1 2 2 1 1 5.60 27.36
5 |3 1 2 1 2 2 1 1 6.10 38.89
33 | 3 2 2 1 3 3 2 1 6.16 15.83
42 | 3 1 2 1 2 2 1 1 7.06 4.65
41 | 3 1 2 1 2 2 1 1 9.63 26.33

Ic : Non connu - ND : Non dosé

166




Annexe 3 : Tableaux de variation des différents index

de sensibilité a l'insuline.

Sl moyen

Nombre de valeurs

Critére N Sl 3,y moyen corrigé anormales
<1.55 >4.13

Total 58" 3.02+2.16 3.03+1.91 16 13
Sexe
males 24 2.73+1.49 2.74+ 1.49 7 3
femelles 34 3.08 +2.25 3.23+2.20 9 10
Stérilisation
stérilisés 15 2.85+1.93 2.87+1.82 4 4
non stérilisé 43 3.08+2.25 3.09+1.96 12 9
Format
Petit 11 3.01+1.65 3.03+1.67 2 4
Moyen 22 3.07 +2.17 3.08 £ 2.07 8 6
Grand & Géant 25 2.99 +2.41 3.00+£1.94 6 3
Age™
4 —7 ans 24 2.63+1.82 2.64+1.75 10 5
7 — 10ans 24 291 +1.70 2.92+1.63 5 5
10 — 14ans 9 4,25+ 3.39 4.30+2.82 1 2
Alimentation
Aliments vétérinaire 7 2.60 £ 1.06 2.62+1.15 1 0
Aliments du commerce 32 3.23+2.44 3.25+2.14 8 9
Ration ménagere 7 3.03+1.88 3.08+1.84 1 2
\Viande crue seule 12 2.70+2.10 2.73+1.88 6 2
Activité
Sédentaire 33 3.38+2.32 3.39+2.02 6 9
Actif saisonnier 9 2.17+1.35 2.20+1.39 3 1
Actif permanent 16 276+211 2.78+1.91 7 3
Mode de vie
Extérieur 46 3.11+2.19 3.11+£1.93 10 11
Chenil 12 2.70+2.10 2.73+1.88 6 2

Tableau A : Variations de l'index SIim (moyenne et valeurs fortes et basses) en

fonction des différents criteres épidémiologiques.

* La moyenne et l'écart-type de l'index Shim corrigé sont calculés sur la base de la

transformation \(SIim).

* Cet index n'a pas pu étre déterminé chez 3 chiens (n°20, 39 et 52b) présentant une

insulinémie inférieure au seuil de détection.
** Age inconnu chez 1'un des chiens.
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HOMA HOMA Nombre de valeurs
Critére N moyennr(ne moyenne co?rigé ’ <1 9:normales>5 11

Total 58" 3.75+2.47 3.76 +2.33 15 13
Sexe
males 24 3.24+1.64 3.25+ 1.75 5 3
femelles 34 4,12 +2.89 413+271 10 10
Stérilisation
stérilisés 15 427 +£3.25 430+ 2.97 5 5
non stérilisé 43 3.58+2.16 3.58+2.11 10 8
Format
Petit 11 4.33+2.68 436 +2.43 1 3
Moyen 22 3.94 +3.02 3.97 +2.69 7 7
Grand & Géant 25 3.34+1.79 3.35+1.97 7 3
Age***
4 —7 ans 24 3.74 + 3.00 3.77+2.70 9 6
7 — 10ans 24 3.46 + 2.08 3.47 +£1.89 5 4
10 — 14ans 9 448 +£1.95 451 +2.89 1 3
Alimentation
Aliment vétérinaire 7 3.24+1.38 3.27+£1.55 1 0
Aliment du commerce 32 4,16 +2.80 4,17 +2.67 7 9
Ration ménageére 7 3.96 + 2.49 4.02 +2.46 2 2
Viande crue 12 2.86 +1.89 2.89+1.76 5 2
Activité
Sédentaire 33 4,20 +2.47 4,21 +2.40 5 8
Actif saisonnier 9 3.35+3.03 3.42 +2.59 4 2
Actif permanent 16 3.05+ 2.05 3.08 + 2.90 6 3
Mode de vie
Extérieur 46 3.99 + 2,57 4.00+2.45 10 11
Chenil 12 2.86 +1.89 2.89+1.76 5 2

Tableau B : Variations de I'index HOMAn (moyenne et valeurs fortes et basses) en

fonction des différents criteres épidémiologiques.

* La moyenne et l'écart-type de l'insulinémie corrigée sont calculés sur la base de la
transformation V(HOMA.y).

* Cet index n'a pas pu étre déterminé chez 3 chiens (n°20, 39 et 52b) présentant une
insulinémie inférieure au seuil de détection.

** Age inconnu chez 1'un des chiens.

168



Index de Nombre de valeurs
Critére N Bennett anormales
moyenne <0.95 >1.99

Total 58 1.47 +0.77 8 7
Sexe
males 24 1.50+0.78 1 3
femelles 34 1.45+0.78 7 4
Stérilisation
stérilisés 15 1.41+0.73 3 2
non stérilisé 43 1.49+0.79 5 5
Format
Petit 11 1.19+0.26 3 0
Moyen 22 1.43+0.63 4 2
Grand & Géant 25 1.62 £ 0.98 1 5
Age**
4 — 7 ans 24 1.59 +0.93 5 4
7 — 10ans 24 1.39 + 0.56 1 2
10 — 14ans 9 1.35+0.83 2 1
Alimentation
Aliments vétérinaire 7 1.38 £ 0.52 0 1
Aliments du commerce 32 1.47 £0.89 6 4
Ration ménagére 7 1.33+0.50 2 1
Viande crue 12 1.60£0.72 0 1
Activité
Sédentaire 33 1.35+0.69 6 3
Actif saisonnier 9 1.76 £ 1.13 1 2
Actif permanent 16 1.55 + 0.67 1 2
Mode de vie
Extérieur 46 1.43+0.79 8 6
Chenil 12 1.60+0.72 0 1

Tableau C : Variations de l'index de Bennettm) (moyenne et valeurs fortes et basses)

en fonction des différents criteres épidémiologiques.

* Cet index n'a pas pu étre déterminé chez 3 chiens (n°20, 39 et 52b) présentant une
insulinémie inférieure au seuil de détection.
™ Age non déterminé chez un des chiens.
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Nombre de valeurs
Critére N QUICKI, anormales
moyenne <0.45 > 0.66
Total 58 0.57 + 0.77 10 11
Sexe
males 24 0.58+0.14 1 4
femelles 34 0.56 +0.13 9 7
Stérilisation
stérilisés 15 0.56 +0.14 3 3
non stérilisé 43 0.57 +0.13 7 8
Format
Petit 11 0.53 +0.07 3 0
Moyen 22 0.57+0.12 6 5
Grand & Géant 25 0.59+0.16 1 6
Age**
4 — 7 ans 24 0.59 +0.15 5 7
7 — 10ans 24 0.56 +0.10 3 3
10 — 14ans 9 0.54 +0.15 2 1
Alimentation
Aliments vétérinaires 7 0.57+£0.10 0 1
Aliments du commerce 32 0.57 £0.15 6 6
Ration ménagére 7 0.55+0.10 2 1
Viande crue 12 0.60+0.12 2 3
Activité
Sédentaire 33 0.55+0.13 6 4
Actif saisonnier 9 0.61+0.16 1 3
Actif permanent 16 0.59 +0.12 3 4
Mode de vie
Extérieur 46 0.56 + 0.13 8 8
Chenil 12 0.60 +0.12 2 3

Tableau D : Variations du QUICKIx (moyenne et valeurs fortes et basses) en fonction

des différents criteres épidémiologiques.

* Cet index n'a pas pu étre déterminé chez 3 chiens (n°20, 39 et 52b) présentant une
insulinémie inférieure au seuil de détection.
™ Age non déterminé chez un des chiens.
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