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ENDOTHELIALE D’ ETUDIANTS SAINS.
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1. Introduction

De plus en plus d'adultes, en particulier d'étudiants, cherchent des solutions pour
améliorer leurs performances cognitives. Cette quéte conduit a une augmentation du
meésusage de stimulants pour I'amélioration cognitive dans cette population (1).

Dans ce contexte, trouver des ingrédients slrs et non médicamenteux, comme les
compléments alimentaires composés d’actifs naturels est un enjeu pour la santé des
jeunes adultes.

Au cours des dernieres années, de nombreuses études ont porté sur les effets des
compléments alimentaires riches en polyphénols sur la santé [2-4].

1.1 Les Polyphénols

Les polyphénols sont une catégorie de molécules organiques largement répandues
dans le régne végétal et dans nos aliments, réputées pour leurs propriétés anti-
oxydantes (5).

Les sources alimentaires de polyphénols sont principalement le café, le the, le chocolat
pour son cacao, le vin rouge et les fruits (6).

La classe des polyphénols végétaux comprend plus de 8000 composés et plus de la
moitié des polyphénols font partie de la classe des flavonoides.

1.2 Lien entre polyphénols et cognition

Certains polyphénols, majoritairement les flavonoides, dont I'épicatéchine, ont été
reconnus comme ayant une action dans le maintien de fonctions cognitives optimales
[7-9].

Par exemple, dans une étude (10) en cross over et double aveugle, 30 adultes en
bonne santé ont consommé au cours de 3 visites espacés de 3 jours, une boisson au
cacao d'une teneur différente en flavanols (46 mg («contréle»), 520 mg, 994 mg de
flavanols). lls ont ensuite réalisé une série de tests cognitifs informatisée. Les résultats
ont montré que, par rapport au groupe contrdle, la consommation aigie de 520 mg ou
de 994 mg de flavanols de cacao améliore significativement les performances au cours
d’un effort cognitif chez des adultes sains.

Les mécanismes neurobiologiques a la base de l'action des polyphénols sur la
cognition restent peu clairs, mais des études récentes suggérent que les polyphénols
traversent la barriere hémato-encéphalique et améliorent l'expression de genes
impliqués dans la plasticité synaptique des neurones ainsi que la neurogénése au
niveau de I'’hippocampe [11-14].

Au niveau vasculaire, I'hnypothése de mécanisme d'action impliquée est 'augmentation
du flux sanguin cérébral (via la fonction endothéliale) [15;7;16].
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1.3 Corrélation entre la fonction cérébro-vasculaire et la cognition

Le flux sanguin cérébral (« Cerebral Blood Flow » ou CBF) est lié aux fonctions
cognitives et la réduction locale du CBF peut provoquer une hypoxie et par conséquent
accélérer le déclin cognitif (17).

La performance cognitive dépend de la collaboration entre les cellules vasculaires et
les neurones. Le couplage neurovasculaire normal assure l'apport sanguin continu du
cerveau via le contréle strict du CBF afin de délivrer des niveaux d'oxygéne appropriés
aux neurones et d'éliminer les « sous-produits toxiques » de l'activité cérébrale (18).

Les marqueurs vasculaires systémiques périphériques, comme la réactivité de la
fonction endothéliale, sont des indicateurs possibles du dysfonctionnement du débit
sanguin cérébral (19). A la lumiére de ces résultats, développer des solutions pour
améliorer la santé vasculaire ciblant particulierement la fonction endothéliale, pourrait
étre une stratégie intelligente dans la promotion de I'activité cérébrale et la prévention
des altérations cognitives [20;21].

1.4 La fonction endothéliale

L’endothélium est une couche monocellulaire qui tapisse la lumiére des vaisseaux.
Les cellules endothéliales assurent trois fonctions principales (22):

1. L'endothélium maintient la fluidité du sang au contact de la paroi, au travers de
diverses activités qui le situent au cceur de toutes les étapes de I'hémostase (temps
plaquettaire, coagulation, fibrinolyse).

2. L'endothélium est une barriere de perméabilité qui filtre et contrdle la pénétration de
composants sanguins (molécules, mais aussi cellules) destinés a nourrir les parties
internes de l'artere et a en assurer la défense.

3. L’endothélium synthétise et libere des médiateurs (vasodilatateurs et
vasoconstricteurs) impliqués dans le contrdle de la vasomotricité, propriété qu'ont les
vaisseaux sanguins de changer de diamétre en réponse a des stimuli physiques ou
chimiques.

Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz qui diffuse rapidement vers les cellules
musculaires lisses de la paroi des vaisseaux et par activation de la guanlylate-cyclase
entraine une vasodilatation médiée par le guanosine monophosphate cyclique
(GMPc). L’'augmentation des concentrations de GMPc dans les cellules musculaires
lisses provoque alors une réduction de la concentration de calcium intracellulaire qui
entraine une hyperpolarisation et une relaxation des fibres musculaires. Le NO est le
plus puissant vasodilatateur physiologique (23). Ses effets sont particulierement
importants en ce qui concerne la fonction cérébrovasculaire, outre les effets sur le CBF
basal du NO endothélial, le NO neuronal joue un réle crucial dans la régulation du
couplage neurovasculaire (24) et de la neuroplasticité (25).

Le stimulus physiologique le plus important de la production de NO par les cellules
endothéliales est lié au frottement « shear stress » du sang sur I'endothélium. En cas
de hausse du débit sanguin, les contraintes de cisaillement que subissent les cellules
endothéliales vont étre augmentées. Dans ce cas la production de NO va augmenter
afin de relaxer les fibres musculaires lisses et ainsi dilater le vaisseau pour diminuer



Thése de médecine- Effet aigu d’'un Extrait végétal riche en polyphénols (EVRP) sur la fonction endothéliale d’étudiants sains

ces contraintes. Le terme dysfonction endothéliale est utilisé pour désigner
l'altération des propriétés favorables de I'endothélium (effet antithrombotique,
vasorelaxation...) qui devient au contraire pro-thrombotique et promoteur de vaso-
constriction (23). La dysfonction endothéliale est caractérisée par une diminution de la
biodisponibilité du NO dont 'une des principales conséquences est l'altération
fonctionnelle de la réponse vasodilatatrice aux stimuli physiologiques ou
neurohumoraux (26). La restauration pharmacologique de la biodisponibilité du NO
peut passer par 'augmentation des apports, par la stimulation de sa production, par la
limitation de sa dégradation ou par sa substitution. Quelques classes thérapeutiques
comme les statines ou les inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine revendiquent un
effet sur la dysfonction endothéliale qui serait principalement due a la limitation du
stress oxydant (27).

1.5 Comment évaluer la fonction endothéliale ?

Différentes méthodes ont été développées afin d’étudier la fonction endothéliale. Il
existe des méthodes biologiques (dosage du NO et ses métabolites, facteur de von
Willebrand, E-sélectine) et des méthodes physico-chimiques (tests pharmacologiques,
laser doppler avec chauffage, pléthysmographie, dilatation médiée par le flux) (23).

La dilatation liée au flux (FMD : Flow mediated-dilatation) de I'artére brachiale est une
méthode échographique non invasive utilisée pour évaluer la fonction endothéliale de
I'ensemble du systéme vasculaire. Cette technique mesure la capacité des arteres a
se dilater via la production, par I'endothélium, de NO et d’autres facteurs pendant la
phase appelée d’hyperémie réactive. L’hyperémie réactive est une phase de
vasodilatation qui apparait aprés une occlusion, généralement de 5 minutes de l'artére
brachiale par un brassard gonflé a une pression supra-systolique [23;26] (figure 1).

Sonde d’échographie

Brassard a tension

Figure 1. Schéma de mesure de la vasodilatation induite par le flux (23)
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L'ischémie ainsi provoquée s'accompagne d'un effondrement de la résistance en
aval du brassard de compression. A la fin de la période d'ischémie, le dégonflage
rapide du brassard restaure la continuité entre les segments vasculaires d'amont, a
haute résistance, et le compartiment d'aval, a faible résistance, et s'accompagne
d'une élévation du débit, caractéristique de I'hyperémie post ischémique, suivie dans
le temps d'une augmentation du diamétre de l'artére étudiée qui correspond a la
dilatation débit-dépendante (FMD). Cette augmentation de diamétre dépend
directement de la sécrétion de NO immédiatement disponible. Ce test est parfois
suivi de I'ingestion de trinitrine (source importante de NO), permettant de vérifier
gu’une absence de dilatation correspond bien a une absence de sécrétion de NO par
I'endothélium et non a un défaut de I'effecteur musculaire lisse. Les images de la
vasodilatation sont acquises par échographie de haute résolution et la mesure de la
distance entre les bords des vaisseaux est réalisée en utilisant un logiciel de
détection de la paroi (figure 2).

d =Brachial Analyzer DICOM : ) [m] 55
File Edit View Action Help

D@ of %[0 [B=l=o0m »ln| i «nm

— Sequence Nawgator —

1 1 : . ..... ‘ ...... . ....... - . L .J‘ ..... . ‘ ..... l\ 1440 94 9 m l_ Loop
L

mm
a4 mm

4 >

| Ready | 216, 200 <SUBJECT NAME N/A>

Figure 2. Image d’acquisition du logiciel Brachial Analyzer (Medical Imaging
Application)
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1.6 Lien entre polyphénols et FMD

Diverses études ont rapporté des améliorations aigués et chroniques de la FMD apres
ingestion d'aliments/boissons riches en flavanols tels que le vin rouge (28), le raisin
[29 ;30], le bleuet sauvage (31), le thé (32), le cacao [33 ;34].

Cette amélioration de la FMD est expliqué notamment par une meilleure
biodisponibilité du NO aprés ingestion de polyphénols (35). Des études in vitro ont
montré que les polyphénols de raisins améliorent la synthése de NO (36).

De plus, il a été démontré qu'il existe une corrélation entre la concentration des
meétabolites plasmatiques du cacao, en particulier les monomeéres flavanols
(épicatéchine et catéchine), et 'amélioration de la fonction endothéliale. Comme les
monomeéres de flavanols sont absorbés en proportion significative dans l'intestin gréle,
leur effet peut étre rapidement observé. Chez les adultes en bonne santé, une dose
unique d'épicatéchine a 1mg/kg induit une augmentation significative de la FMD deux
heures apres l'ingestion orale (35).

Dans le cadre de travaux menés lors de cette these, I'effet d’extrait végétal riche en
polyphénols (EVRP) sur la performance cognitive a été testé. L'EVRP est une solution
combinant des extraits de raisin francais et de bleuet sauvage canadien riches en
polyphénols, dont la synergie d’action des molécules actives est brevetée.

Un dosage d’EVRP a 600 mg / jour fournit environ 180 mg de flavonoides totaux
comprenant au moins 120 mg de monomeéres de flavanols dont au moins 60 mg de
catéchine et 60 mg d'épicatéchine.

Une précédente étude clinique a montré qu'une prise pendant 6 mois d’EVRP a 600
mg/jour par des patients sains agés de 60 a 70 ans améliore la mémoire a court et
long terme (37).

L'objectif de ce travail est d’évaluer I'effet en aigu de 'EVRP sur la fonction endothéliale
d’étudiants sains.

Ce travail de thése fait partie d'une étude clinique dont le promoteur est I'entreprise
Activ'inside® (située a proximité de Bordeaux) dont 'objectif principal était d'évaluer
I'effet en aigu de 'EVRP sur les fonctions cognitives d’étudiants sains.

2. Patients et méthodes
2.1 Population de I'étude

Nous avons recruté 30 étudiants volontaires sains agés de 18 a 25 ans ayants les
critéres d’inclusion suivant :

- Sains et en particulier ne souffrant pas des pathologies suivantes (selon la
déclaration du volontaire): dépression, trouble anxieux, diabéte, dyslipidémie,
hypertension, maladie cardiovasculaire, dysthyroidie.

-IMC<30 kg/m2

-Non-fumeurs

-Francophones natifs

11
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-Ayant des examens au moins tous les 6 mois et assistant a des cours a raison de
I'équivalent d’au moins 2 jours/semaine

-Seules les femmes non enceintes (test urinaire de grossesse négatif a la visite VO) ni
allaitantes et sous contraceptif efficace étaient incluses.

Les critéres de non inclusion étaient:

-La consommation dans les 30 jours précédant la visite VO de médicament ou
complément alimentaire susceptible d’avoir un effet sur les parametres de I'étude, a
savoir :
o avisée « mémoire », « concentration », « sommeil », « stress »,
o ou contenant des ingrédients issus du raisin, de la canneberge, myrtille,
autres fruits rouges, agrumes, thé, café.
o ou les traitements pouvant interférer avec la fonction endothéliale, tels que
les statines.
-La consommation de stupéfiant (dont cannabis) dans les 7 derniers jours.
-Pathologie digestive a composant inflammatoire (ex : maladie de Crohn, maladie
cceliaque, syndrome du célon irritable) susceptible d’interférer sur [I'absorption
intestinale des constituants du produit a I'étude
-Sujet sous traitement anti-hypertenseur, veinotonique ou vasodilatateurs en cours ou
stoppé depuis moins de 3 mois
- Antécédent de traumatisme crénien modéreé a sévére ou de chirurgie intracranienne
- Antécédent personnel d’accident vasculaire cérébral

Cette étude clinique a été menée en conformité avec le Code de la Santé Publique
(CSP), titre Il du livre premier, relatif aux recherches impliquant la personne humaine
(RIPH). Le Comité de Protection des Personnes de Montpellier (CPP Sud-
Méditerrannée V) a donné un avis favorable a la mise en ceuvre de cette recherche
en tant que RIPH mentionnée au 2° de l'Article L. 1121-1 du CSP le 10 Octobre 2017.

2.2 Produit a I'étude

Le produit a I'étude, 'EVRP, était un mélange d'extraits de raisin et de bleuet sauvage
riche et standardisé en polyphénols et plus particulierement en certaines classes et
sous-classes de polyphénols (dont des monoméres de flavanols). Il s’agissait d’'une
prise unique orale de 2 gélules (300mg/gélule soit 600mg/prise). Le placebo était une
geélule de méme aspect contenant uniquement de la maltodextrine (dépourvue de
polyphénol).

2.3 Plan de I'étude
Il s’agissait d’'une étude monocentrique (Unité SANPSY-CHU Pellegrin de Bordeaux)
en cross over, double aveugle et contre placebo, réalisée sur une période de 6 mois
de novembre 2017 a mai 2018.
Chaque sujet a effectué 3 visites au sein du centre de recherche SANPSY, avec un

délai prévu d’une semaine entre chaque visite (figure 3).
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randomisation

groupe A

groupe B

EVRP

Placebo

groupe B

‘Wash out’

groupe A

: - Journal de suivi du temps de sommeil( tous les
i jours entre VO etV1)
i - 1¢ enquéte alimentaire (24 heures)

Visite VO (JO)
Visite d'inclusion

- Examen clinique
- Vérification des critéres
d'inclusion/ non inclusion

- Batterie de tests (session
d'entrainement)

- Remise du journal de suivi
du temps de sommeil n®1
etdu journal alimentaire n°1

- Rappel des consignes
Durée de la visite: 2h30

E : - Journal de suivi du temps de sommeil (tous les
i ! jours entre V1 et V2)
! ! - 2°™ enquéte alimentaire (24 heures)

Visite V1 : J7 (a J9)
1ére visite d'évaluation

- Restitution du 1# journal alimentaire et du
1¢" journal de suivi du temps de sommeil

- Vérification du respect des consignes (test
urinaire de dépistage du cannabis et
alcootest)

- Attribution d'un numéro de randomisation

- Mesure de la pression artérielle et de la
vasodilatation médiée par le flux (x2)

- Prise de sang (x2)
- Petit déjeuner contrdlé

- Consommation du produit (2 gélules du
produit a I'étude ou du placebo)

- Evaluations des fonctions cognitives:
Batterie de tests informatisés et tests de
mémoire verbale

- Questionnaire de tolérance

- Remise des journaux de suivi (temps de
sommeil et alimentaire) n°2, et rappel des
consignes

- Repas
Durée totale de la visite: 6 heures

Visite V2 : J14 (a J18)
2éme visite d'évaluation

- Restitution du 2% journal alimentaire et du
2¢m journal de suivi du temps de sommeil

- Vérification du respect des consignes (test
urinaire de dépistage du cannabis et
alcootest)

- Mesure de la pression artérielle et de la
vasodilatation médiée par le flux (x2)

- Prise de sang (x2)
- Petit déjeuner contrdlé

- Consommation du produit (2 gélules du
produit a I'étude ou du placebo)

- Evaluations des fonctions cognitives:
Batterie de tests informatisés et tests de
mémoire verbale

- Questionnaire de tolérance
- Repas
Durée totale de la visite: 6 heures

Figure 3. Plan de I'étude A. Protocole de I'étude B. Déroulement de I'étude
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La premiére visite (VO) était la visite d’inclusion, elle s’est déroulée de la maniére
suivante:

-vérification du respect des criteres d’inclusion et de non-inclusion par le médecin
investigateur

-signature du formulaire de consentement

-attribution d’'un numéro d’inclusion

-réalisation par les femmes d’un test de grossesse urinaire

-remise du 1" journal de suivi du sommeil et de la 1°" enquéte alimentaire.

Les sujets devaient respecter les consignes suivantes:

-Pendant toute la durée de I'étude: ne pas modifier ses habitudes: alimentation,
sommeil, activités physiques et intellectuelles ; ne pas consommer de complément
alimentaire; ne pas fumer ni consommer de stupéfiant; compléter un carnet de suivi
du temps de sommeil tous les jours

-Pendant les 24 h précédents chaque visite d’évaluation (V1 et V2): respecter les
restrictions alimentaires (annexe 1), compléter un journal de suivi alimentaire

-Ne pas pratiquer plus de 2h d’activité physique intense la veille d'une visite
d’évaluation

-Se rendre a jeun depuis 12 h aux visites d’évaluation

-Rapporter I'enquéte alimentaire et le journal de suivi du sommeil aux visites
d’évaluation.

Les visites V1 et V2 étaient des visites d’évaluation, et se sont déroulés de la maniére
suivante (figure 4).

@du sujet a jeun depu@

‘ Test urinaire (THC)+ éthylotest
M Pression artérielle + 18 mesure FMD + Prise de sang
Petit déjeuner standardisé

10 min 1 1 Série de tests (entrainement)

10 min l 1 Série de tests (baseline du jour considéré, BO)
@ Prise du produit

90 min REPOS. Aucune consommation d’aliment ni boisson exceptée de
I’eau, aucun effort physique important.

6 répétitions de la batterie de tests (B1 a B6), sans
1h10min interruption + 3 autres tests d’évaluation de la

mémoire

* Pression artérielle +2°me mesure FMD + Prise de sang

@et départ du sujD

Figure 4. Déroulement des visites V1 et V2
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Les échantillons de sang collectés visaient a mesurer les concentrations plasmatiques
de:

-Marqueurs de la réponse hormonale au stress induit par une batterie de tests
cognitifs: concentration sérique du cortisol;

-Marqueurs du métabolisme du glucose: Glycémie et insulinémie;

-Marqueurs des dommages oxydatifs: LDL oxydés ;

-Marqueurs de la sécrétion et du métabolisme du monoxyde d’azote (NO): Nitrite/
Nitrate

-Marqueurs de la fonction endothéliale: VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
plasmatique.

Entre les visites V1 et V2 il y avait une période de Wash Out de 7 jours +/- 2 jours.

2.4 Procédure de mesure de la FMD

Préparation des sujets

Les participants de I'étude étaient a jeun depuis 12h et avaient déclarés avoir
respectes les consignes.
Les mesures des FMD ont été réalisées a la méme heure lors des 2 visites.

Equipement

Les enregistrements ont été réalisés par le méme opérateur (I'auteur de cet article)
dans une salle dédiée, au sein de l'unité SANPSY, avec un échographe (VINNO TM
E10) et une sonde linéaire (VINNO TM F4-42L) a 10 MHz.

Acquisition de I'image

Le sujet était accompagné jusqu'a la salle d'examen FMD par un attaché de recherche
clinique du SANPSY, puis installé sur le lit d'examen médical, et laissé au repos allongé
confortablement sur le dos pendant au moins 15 minutes.

Aprés la prise de la pression artérielle, le bras droit était immobilisé dans le systeme
de maintien (fabriqué par Activ'inside®) posé juste a la droite du participant sur le lit
(Figure 5 et 6).

Le brassard a tension était placé au niveau de 'avant-bras, au-dessus du poignet.

La sonde d'enregistrement était placée et fixée par le systéme de maintien sur le bras
du sujet juste au-dessus du pli du coude afin d'avoir une image nette de l'artére
brachiale sans modification de I'orientation de la sonde.
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Figures 5 et 6. Lit d’'examen et systéme de maintien

Dilatation liée au flux: FMD

L'image longitudinale de I'artére a été enregistrée pendant 2 minutes (divisées en 4
séquences de 30 secondes consécutives en raison de la limitation de la durée possible
d’enregistrement par I'échographe).

Puis pour provoquer la phase d’'ischémie temporaire, 'opérateur a gonflé le brassard
de tension a une pression supra systolique de 230 mmHg pendant 6 minutes. Le délai
de 6 minutes a été choisi afin de s’assurer que le délai de 5 minutes nécessaire a
I'induction de la vasodilatation NO-dépendante soit respecté.

Immédiatement aprés relachement de la compression du brassard, I'image de I'artére
a été a nouveau enregistrée pendant 2 minutes (divisées en 4 séquences de 30
secondes consécutives).

A la fin du 1°" examen échographique de V1, une mesure de la distance entre la
position de la sonde et le pli du coude a I'aide d’'une regle centimétrique a permis de
réaliser pour un méme sujet des enregistrements localisés au méme endroit de I'artere
brachiale lors des mesures suivantes pour une meilleure reproductibilité.

2.5 Procédure d’analyses des enregistrements

La station d’analyse était située a I'hépital Saint André. L’analyse des enregistrements
etaient effectués avec le logiciel « Vascular Research Tools », module « Brachial
Analyzer », équipé du systeme de détection semi-automatique des parois vasculaires.
Toutes les analyses ont été effectuées par le méme opérateur (I'auteur de cet article)
qui était en aveugle des produits pris.

La FMD a été calculée comme étant le pourcentage d’augmentation du diamétre de
I'artére par rapport a sa valeur de base, selon la formule suivante: FMD= (diamétre
maximal-diamétre basal)/diamétre basal x100 (38).

La valeur du diamétre basal de l'artére a été calculée comme étant la moyenne des
valeurs obtenues au cours des 2 minutes avant la compression.

La valeur du diamétre maximal a été calculée comme étant la valeur la plus haute des
4 valeurs (moyenne sur 30s) mesurées apres relachement de la compression.
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2.6 Analyses statistiques

Le nombre de sujets nécessaire pour avoir une puissance = 80% a été calculé a 30.
Le critére de jugement principal était d’évaluer I'impact de la prise ’'EVRP sur le pic
de FMD (a 60s) d’étudiants sains. Le critére de jugement secondaire était d’évaluer
'impact de la prise d’EVRP sur les fonctions cognitives d’étudiants sains. Les données
ont été analysées par un test t de Student (apparié et non-apparié selon conditions).
Les graphiques ont été réalisés avec le logiciel « diagram designer » et Prism
(GraphPad). Une valeur de p<0,05 a été considérée comme statistiquement
significative.

La reproductibilité échographique a été évaluée en calculant la variabilité individuelle
intra-visite et inter-visite. Les variables quantitatives ont été décrites en calculant les
moyennes et les écart-types.

3. Résultats
3.1 Caractéristiques de la population

Au total 26 sujets ont eu la totalité des examens échographiques (Figure 7).
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Volontaires screenés (contact téléphonique) :
n=97

Volontaires non éligibles (entretien téléphonique) :
n =39

Volontaires programmés (VO programmée) :
n=33

Volontaires pré-inclus (ayant réalisé la visite V0)
n=33

Volontaires pré-inclus Non-inclus (PINI) " :
n=1

Volontaires inclus :
n =32

Abandon/Arrét avant randomisation 2: n = 2

Volontaires randomisés (V1) :
n =30

Volontaires randomisés a tort > : n = 0

Volontaire ayant terminé : n = 29
Visite décalée *:n =2

Arrét prématuré : n =0

Abandon ®:n=1

Retrait de consentement : n =0
Perdu de vue : n =0

Nombre d'EIG: n=0
Nombre de décés: n =0

Absence de données exploitables pour la FMDe:n=3

Volontaires analysables en FMD: n=26

1PINI: PA >140/90:N=1
2abandon/arrét avant randomisation : examens non prévus

4 visites décalées : non respect des consignes alimentaires (clementine) et sommeil (restriction <30% la veille de la visite) / maladie
5abandon: probléemesfamiliaux impliquant un déplacement non prévu
6 Absence de l'opérateur lors d'une visite

Figure 7. Flow chart
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Les caractéristiques initiales des sujets sont présentées dans le tableau 1.

Les sujets ont bien respectés les consignes tout au long de I'étude.

Les résultats des journaux de suivi du temps de sommeil sont en attente (en vue d’'un
projet de publication).

Variables Valeurs (n=26)

Age 22,2 £1,75 années

Sexe F :H 14 :12

IMC 21,3+£2,42 kg/m2
Traitement POP n=13, Nexplanon n=1
PAS (VO0) 115,3 £9,62 mmHg

PAD (VO0) 74,7£7,11 mmHg

FC (V0) 76,3+£14,57 bpm

Durée moyenne de sommeil 8+0,85 heures

Tableau 1. Caractéristiques de la population

F: Femme ; H: Homme; IMC: Indice de Masse Corporelle; POP: pilule oeso-progestative; PAS:
Pression artérielle systolique; PAD: Pression artérielle diastolique; FC: Fréquence cardiaque; VO:
Visite d’inclusion.

3.2 Reproductibilité des mesures échographiques

Variabilité individuelle intra-visite : calculée en prenant pour un méme sujet le premier
diamétre basal comparé au deuxiéme diamétre basal de la visite. Les valeurs
individuelles sont ensuite moyennées pour obtenir une variation individuelle moyenne
intra-visite observée a 1.21 £5.2 % (52 valeurs).

Variabilité individuelle inter-visite : calculée en prenant pour un méme sujet, le premier
diametre basal de la V1 comparé a la méme mesure en V2. Les valeurs individuelles
sont ensuite moyennées pour obtenir une variation moyenne inter-visite observée a
0,51 £4.14% (26 valeurs).

3.3 Effet aigu de 'EVRP sur la FMD

Nous n’avons pas obtenu de différence significative entre les groupes sur le pic de
FMD (a 60s) avec une moyenne a 5,93% dans le groupe EVRP et a 5,73% dans le
groupe Placebo (p=0,45) (figure 8, figure 10).

Cependant cette différence a été significative entre la 90°™e et la 120°™¢ secondes post
ischémie ou le pourcentage de dilatation artérielle a été significativement plus élevée
dans le groupe EVRP que dans le groupe Placebo (t=2,128, p=0,04) (figure 8, figure
10).

Le pourcentage de variation du diameétre artériel aprés ischémie avait tendance a étre
plus élevé dans le groupe EVRP que dans le groupe témoin (t=1,049, p=0,3) (figure 8,
figure 9).
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Evolution of arterial diameter
(normalized on 2 min preischemia)
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Figure 8. Evolution du diamétre artériel au cours de I'examen FMD (dilatation liée au
flux)

*p<0,05; Verum: Groupe EVRP. Les diametres sont normalisés par rapport au diametre artériel
moyen durant les 2 minutes pré-ischémie.
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Figure 9. Aire sous la courbe post ischémie
Verum: Groupe EVRP.
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Post ischemia changes analysis:

p=0.24 p=0.45 p=0.88 £=0.04

106 4

104+

% FMD

1024

100~

30sec 60sec 90sec 120sec

Figure 10. Variation du diamétre au cours des 2 minutes post-ischémie
*p<0,05; FMD: Dilatation liée au flux; Gris: Groupe Placebo; Bleu: Groupe EVRP.

Par ailleurs, nous avons observé une diminution significative de la FMD entre le début
et la fin de chaque visite dans les 2 groupes (figure 11). En effet dans le groupe
Placebo, la moyenne des FMD passait de 7,15% en début de visite a 5,73% en fin de
visite (t=3,194, p=0,0038). Dans le groupe EVRP, elle passait de 7,33% en début de
visite a 5,93% en fin de visite (t=4,131, p=0,0004).

mean % FMD (peak)

Figure 11. Moyenne des FMD en début et fin de chaque visite
**p=0,0038; ***p=0,0004; FMD: Dilatation médiée par le flux; Verum: Groupe EVRP.

Parallélement, nous avons également observé une diminution significative de la
fréquence cardiaque entre le début et la fin de chaque visite dans les 2 groupes (figure
12). La pression artérielle des sujets était stable au cours des visites.
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HR (bpm)

Figure 12. Moyenne des Fréquences cardiaque en début et fin de chaque visite
*p=0,0243 ; **p=0,006; HR: Fréquence Cardiaque exprimée en battements par minute (bpm);
Verum: Groupe EVRP.

3.4 Reésultats des prises de sang
En attente (en vue d’'un projet de publication).
3.5 Effet aigu de 'EVRP sur les fonctions cognitives
Résultats en attente (en vue d’un projet de publication).
4. Discussion

Le but de ce travail était d’évaluer l'effet en aigu d’un extrait végétal riche en
polyphénols (EVRP) sur la fonction endothéliale.

Malgré la bonne reproductibilité échographique, nous n’avons pas observé de
différence significative entre les 2 groupes sur le pic de FMD (a 60s) mesuré 3 heures
apres l'ingestion du produit ou du placebo.

Cependant la FMD avait tendance a étre plus élevée dans le groupe EVRP que dans
le groupe témoin, avec une amélioration significative entre la 90°™¢ et la 120°m¢
secondes (t=2,128, p=0,04). En d’autres termes, le produit a exercé un effet
statistiquement significatif non pas sur le diamétre maximal post-ischémique de I'artére
mais sur la durée de cette dilatation.

4 1 Points forts de I'étude

Nous avons réalisé les mesures de FMD dans des conditions standardisées et déja
utilisées dans d’autres études [39 ;5], et pris en compte les nombreux facteurs connus
qui affectent la FMD tels que 'alimentation, I'exercice physique, l'ingestion de café ou
d’alcool, la consommation de médicaments, la température de la piéce (40).

Les mesures de FMD ont été réalisées toujours a la méme heure au cours des visites
d’évaluation, respectant ainsi la variation diurne physiologique de la FMD (41).
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Par ailleurs, nous avons été surpris de constater une diminution significative de la FMD
au cours de la journée dans les 2 groupes. La 2°™ mesure de la FMD de chaque visite
a eté faite aprés la réalisation par les sujets de tests cognitifs intenses et prolongés.

4.2 Explication de la diminution de la dilatation liée au flux (FMD) au cours
de la journée

De brefs épisodes de stress mental, similaires a ceux rencontrés dans la vie de tous
les jours, peuvent provoquer une dysfonction endothéliale transitoire (jusqu’a 4
heures) chez de jeunes individus en bonne santé [42 ;40].

Un certain nombre de mécanismes pourraient étre impliqués dans la pathogénése du
dysfonctionnement endothélial aprés un stress mental. Ces réponses au stress sont
principalement médiées par le cortisol, un glucocorticoide seécrété par l'axe
hypothalamo-hypophysaire surrénalien, et par le systéme nerveux sympathique.

421 Le cortisol

Les concentrations plasmatiques de cortisol vont de 40 a 80 ng/ml dans des conditions
normales. Les niveaux de cortisol plasmatique et salivaire sont fortement liés. Les
niveaux de cortisol suivent une rythmicité circadienne avec un pic le matin.

En dehors de cette variation naturelle, les concentrations plasmatiques de cortisol
peuvent augmenter jusqu’a 10 fois lors d’'un stress important (43).

Broadley et al (44) et Mangos et al (45) ont fourni des preuves solides pour le réle du
cortisol induit par le stress dans l'altération de la fonction endothéliale.

Il a été démontré que le cortisol peut réduire la biodisponibilité de NO (40). En plus
d’inhiber la synthése du NO, le cortisol peut contribuer a une plus grande dégradation
du NO via la surproduction des especes réactives de I'oxygéne (ROS) (46). L'effet
antioxydant des polyphénols pourrait aider a atténuer cet effet négatif.

Par ailleurs le cortisol et le stress oxydatif induiraient la libération d’endothéline ET-1
(stimulant la vasoconstriction et s’'opposant a I'effet du NO). Spieker et al (47) ont
montré que le dysfonctionnement endothélial induit par le stress implique I'activation
des récepteurs de I'endothéline.

4.2.2 Le systéme nerveux sympathique

Une activation du systéme nerveux sympathique lors du stress mental entraine, via
une activation des récepteurs alpha et béta adrénergique, une diminution de la FMD
[48 ;49].

4.3 Limites de I'étude

L’amélioration de la FMD aurait probablement pu étre plus significative si 'examen
échographique avait été réalisé plus tét apres l'ingestion de 'EVRP. En effet, la méta-
analyse de Shao-Hua Li et al (29) a révélé que le pourcentage de la FMD est
significativement augmenté au cours des deux premiéres heures suivant l'ingestion
orale de polyphénols de raisin chez des adultes en bonne santé, mais qu'il n'y a pas
de résultats significatifs 180 min aprés l'ingestion. Malheureusement le design de cette
étude prévoyait une mesure de la performance cognitive lors du pic théorique de la
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FMD (120min) car I'objectif principal de cette étude était d’évaluer les effets du produit
sur les performances cognitives d’adultes jeunes et sains.

De plus, cette méta-analyse a montré que I'amélioration de la FMD est plus
significative chez les personnes avec des facteurs de risque cardio-vasculaire que
chez les personnes saines. Or, par cohérence avec l'objectif principal, dans cette
étude, les sujets étaient jeunes et en bonne santé.

De plus, une des problématiques pour I'analyse de la FMD est l'identification de la
dilatation maximale.

Il a été démontré que le choix d’'un diametre maximal correspondant a la moyenne des
diamétres au cours des 60 secondes aprées le dégonflement du brassard peut entrainer
une sous-estimation de 25 a 40% de la FMD réelle chez 'homme (50).

Une étude récente a rapporté que la FMD est significativement plus faible lorsque I'on
utilise un intervalle de temps de 10 secondes par rapport a un intervalle de temps de
3 ou 5 secondes (41).

Dans cette étude, les contraintes techniques liees au matériel disponible, ne nous
permettait pas d’avoir une précision inférieur a 30 secondes. Le fait de prendre une
moyenne a permis de gommer limpact des artéfacts mais a également pu
potentiellement sous-estimer la FMD calculée. Le choix de la tranche de 30 secondes
était fait par nécessité, puisque les enregistrements étaient faits par tranches de 30
secondes sur I'échographe utilisé, ce qui aurait été différent avec des machines
permettant un enregistrement continu.

Il est possible que I'étude ai manqué de puissance du fait de sa petite taille. S’il est
vrai que des études ont pu mettre en évidence des effets significatifs sur la FMD avec
des effectifs équivalents (30 sujets en cross-over), ces études portaient sur des
populations dont la fonction endothéliale n’était pas nécessairement optimale
(populations généralement plus agées et/ou présentant des facteurs de risque
cardiovasculaires) [5 ;51]. Toutefois, conformément aux Bonnes Pratiques, le calcul
du nombre de sujets nécessaires avait été effectué sur le critére principal de I'étude,
et non pas sur la FMD.

Par ailleurs, dans cette étude nous avons évalué la fonction endothéliale des gros
vaisseaux en utilisant la technique de la dilatation médiée par le flux (FMD) dans
I'hypothése que 'augmentation du flux sanguin cérébral serait liee a 'amélioration de
la fonction endothéliale des carotides. Or, il est possible que l'effet du produit ait été
suffisant pour induire un effet significatif sur la fonction endothéliale microvasculaire
(et donc potentiellement sur la perfusion microvasculaire cérébrale) sans induire d’effet
significatif sur la dilatation de I'artére brachiale. En effet, une étude récente (52) a
montré une association entre dysfonctionnement microvasculaire et altération de la
cognition chez des adultes d’age moyen ayant une fonction endothéliale
macrovasculaire préservée.

5. Conclusion
Peu d'études ont étudié les effets bénéfiques d'une combinaison d'extraits riches en
polyphénols a la fois sur la fonction endothéliale et les fonctions cognitives, apres une

prise unique, chez le sujet sain.
Malgré l'observation d’'une augmentation significative de la FMD en fin de phase
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d’hyperémie réactive, la consommation d’'une dose d’EVRP, dans les conditions de
cette étude, ne semble pas améliorer significativement le pic de dilatation liée au flux
chez des étudiants sains. Les résultats sur les fonctions cognitives sont en attentes.
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7. Annexe

Annexe 1 Listes des restrictions alimentaire

PRODUITS INTERDITS PRODUITS INTERDITS MAIS
CATEGORIES DANS LES 24H AVANT V1 ET V2 L oRiSee TS | TOLERABLES (= ne justifiant pas
= MOTIF DE REPORT DE VISITE le report de la visite)
Fruits (frais, | - Fruits rouges : raisins (frais ou secs), framboises, (- Fruits jaunes: Bananes, [ Aucun
surgelés ou en | fraises, cerises, myrtille, cassis, prunes et pruneaux, | abricots, ~ péche, mangue,
conserve, cru ou | canneberges (« cranberry ») fraiche ou séchée ananas (entiers ou en compote
cuits, entiers ou en | - Pommes faite maison sans ajout de
compote) - Agrumes : oranges, clémentines, pamplemousses poKr,m,“e)
- Toutes les compotes industrielles et compotes - Riwis
« maison » contenant de la pomme
Jus de fruits, | Jus, nectars, smouthies et autres boissons & base | - Jus, nectars ou smouthies Boissons & base d'eau et de jus
boissons a base de | de fruits autres que banane, kiwi, ananas, mangue, | d'ananas, d'abricot ou de d’agrumes ou de fruits rouges
fruits et autres | abricot ou péche banane Exemples :
boissons sucrées | Exemples: Fruit shoot®, Oasis®, Orangina®, Fanta®, | - Sirops a diluer (grenadine, 1v Macia® )
- ' ) ' ' ; ; - 1 verre d'Oasis” (toutes variétés),
eau aromatisée (Cristalline Fraise, Volvic Juicy) menthe, fraise, citron, ...) ; - ,( ® oude F ta)®
- Coca-Cola®, Pepsi ©, Sprite®, |~ ' VeI™e dOranginaou ce Fan
7up®, Canada Dry® - 1 verre de Fruit Shoot®,
- 1 verre de Cristalline Fraise
CATEGORIES PRODUITS INTERDITS PRODUITS AUTORISES PRODUITS TOLERABLES
Produits a base de | - Compotes - Yaourts aromatisés aux fruits | - Biscuits fourrés & la confiture
fruits ; rgo;‘r;gtén:sfr fl"e( sfr::: L(:)L:ge:e (rfi::se;- lrjrr\]gg;llle, cassis, - Tarte & 'abricot, 4 la péche, au de fraise/ framboise
Yaouns.:a x fruits rouge’s (fra'sx'-)pframbo'se myrtille, kiwi - Patisseries (1 portion) : tarte
- UX Trur IS€, Ise, e, " aux fraises/ aux framboises/ au
cassis, fruits des bois, cerise, mare) - Confitures abricot, péche cassis/ groseilles ..., clafouti
- Marmelade d'orange aux cerises
- Biscuits fourrés a la confiture de fraise/ framboise/
orange/ citron (ex : Pim's, Barquette Lu, Chamonix)
- Tartes aux fraises/myrtilles/ framboises/ cassis/
groseilles/ pommes
- Clafouti aux cerises ou prunes, far aux pruneaux
Thés et infusions | - Thés (noir ou vert), thés aromatisés et infusions de | - Infusions de fruits jaunes : -
plantes ou de fruits autres que ceux mentionnés ci- | mangue, ananas, papaye,
contre péche, abricot

- Boissons froides au thé : Ice Tea™ Liptonic®, Volvic Thé | _ |nfusion de tilleul ou de rose

Produits riches en | - Tablettes, barres et confiseries au chocolat noir (= 70% | - Chocolat au lait (ex :, Nestlé® | vjiennoiseries (1 portion) :1 pain

cacao de cacao), ex : Rochers noirs, Mignonettes noires, etc dessert Lait, Kinder® Maxi) au chocolat, ou 1 pitch, ou 1
- Mousse au chocolat noir (maison ou industrielle) - Barres et confiseries au brioche aux pépites de chocolat
- Créme au chocolat noir/ Viennois chocolat au lait (ex : Mars,

- Viennoiseries/ Patisseries au chocolat (ex : petit pain Lion, Bounty, Twix, Snickers™)
au chocolat, tarte au chocolat, moelleux ou fondant au | - Chocolat blanc

chocolat, brownie...) - Barres de céréale aux pépites
- Biscuits au chocolat noir (ex : cookies, Pépito®, Petit de chocolat (ex : Coco Pops®,
Ecolier®, Prince®, BN®...) Grany Chocolat®)

- Pates a tartiner cacao/ noisette (Nutella®, Karéléa, etc) |- Marbré
- Céréales au chocolat (exemple: Chocapic®)
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CATEGORIES

PRODUITS INTERDITS

PRODUITS AUTORISES

PRODUITS TOLERABLES

Betterave

Betterave, jus de betterave

Fruits a coque

Fruits & coque (noix, noisettes, amandes, pistaches,
cacahuétes)

et/ ou vitamines & minéraux ou autres substances)

Alcool Toutes les boissons alcoolisées (alcools forts, vins, 1 Biére
cockialls ...) 1 verre de vin blanc
Boissons . .
Toutes les boissons énergisantes : Red Bull®, Dark
énergisantes Dog®, Owl Black®, Mirage Energy Drink, Néon®, etc Aucune Aucune
A base de vitamines et/ ou
minéraux uniguement (ni
plante, ni caféine, ni
Compléments Tous les compléments alimentaires (& base de plantes mélatonine, ni tryptophane, etc)
alimentaires Aucun

Si et seulement si 1 seule prise,
sans dépasser la dose
recommandée et au moins 8 h
avant V1 ou V2

31




Thése de médecine- Effet aigu d’'un Extrait végétal riche en polyphénols (EVRP) sur la fonction endothéliale d’étudiants sains

Au moment d’étre admise a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidéle aux
lois de I'honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous
ses eléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions. J'interviendrai pour les protéger si
elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité. Méme
sous la contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de
'humanité.

J'informerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me
laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés. Regue
a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne
servira pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les
agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I'indépendance nécessaire a I'accomplissement de ma mission. Je
n'entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

J’apporterai mon aide a mes confreres ainsi qu’a leurs familles dans 'adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses ; que je sois déshonorée et méprisée si j'y manque.

>,

e — — -

2

ORDRE NATIONAL DES MEDECINS
Conseil National de I'Ordre

32



Thése de médecine- Effet aigu d’'un Extrait végétal riche en polyphénols (EVRP) sur la fonction endothéliale d’étudiants sains

Effet aigu d’un Extrait végétal riche en polyphénols (EVRP) sur la fonction endothéliale
d’étudiants sains.

De plus en plus d'étudiants cherchent des solutions pour améliorer leurs performances
cognitives. Certains polyphénols ont une action dans le maintien de fonctions cognitives
optimales. Une des hypothéses de mécanisme d'action impliqué est I'augmentation du flux
sanguin cérébral via la fonction endothéliale.

L'objectif était d’évaluer I'effet en aigu d’un extrait végétal riche en polyphénols (EVRP) sur la
fonction endothéliale et sur les fonctions cognitives d’étudiants sains.

Il s’agissait d’'une étude mono-centrique (CHU Bordeaux), en cross over, double aveugle et
contre placebo, réalisée de novembre 2017 a mai 2018. Nous avons recruté 30 étudiants
volontaires sains &gés de 18 a 25 ans. Le produit a I'étude, 'TEVRP, était un mélange d'extraits
de raisin et de bleuet sauvage riche et standardisé en polyphénols. La fonction endothéliale a
été eévaluée par la dilatation médiée par le flux (FMD). Au cours de chaque visite d’évaluation
V1 et V2, les sujets ont eu 2 mesures de FMD, avant et 3h aprés I'ingestion de 'EVRP ou du
placebo, ainsi qu’une réalisation de tests cognitifs.

Surles 26 sujets étudiés, nous n’avons pas obtenu de différence significative entre les groupes
sur le pic de FMD (a 60s) (p=0,45). Nous avons retrouvé une différence significative entre la
90°™ et la 120°™ seconde post ischémie (t=2,128, p=0,04). Pour le moment, nous n‘avons
pas les résultats sur les fonctions cognitives.

Dans les conditions de cette étude, la consommation d'une dose d’EVRP n’améliore pas
significativement la dilatation médiée par le flux (FMD) d’étudiants sains.

MOTS-CLES : fonction endothéliale, dilatation médiée par le flux (FMD), polyphénols,
cognition

Acute effect of a plant extract rich in polyphenol (EVRP) on the endothelial function of
healthy students.

More and more students are looking for answers in order to improve their cognitive skills. Some
polyphenols play a part in the preservation of optimal cognitive functions. One of the hypotheses
of mechanism of involved action is the increase of the cerebral blood flow through the endothelial
function. The objective was to estimate the acute effect of a plant extract rich in polyphenols
(EVRP) on the endothelial function and on the cognitive functions of healthy students.

It was a mono-centric study (Bordeaux University Hospital), in crossover, double blind and
against placebo, realized from November, 2017 to May, 2018. We included 30 voluntary healthy
students from 18 to 25 years old. The product in the study, the EVRP, was a mix of grape and
wild blueberry extracts, rich and standardized in polyphenols. The endothelial function was
estimated by the flow mediated dilatation (FMD). During every evaluation visit V1 and V2, the
subjects had 2 measures of FMD, before and 3 hours after the ingestion of the EVRP or the
placebo, as well as a realization of cognitive tests.

On the 26 studied students, we did not get any significant difference between groups on the
peak of FMD (at 60 second) (p=0,45). We found a significant difference between the 90th and
the 120th second post-ischemia (t=2,128, p=0,04). For the moment, we have no results on the
cognitive functions.

In the condition of that study, the consumption of a dose of EVRP did not significantly improve
the flow-mediated dilatation (FMD) of healthy students.

KEY-WORDS: endothelial function, flow mediated dilatation (FMD), polyphenols, cognition
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