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Préambule

L’exploration est constitutive de la nature humaine. Depuis le monde méditerranéen, le moyen-age, la
route maritime vers I’extréme Orient, avec Christophe Colomb et Magellan comme exemples,
I’Homme n’a eu de cesse de conquérir ou d’atteindre des territoires encore vierges.

Alors que la conquéte spatiale fiit ’apogée de la fin du XX siécle, I’exploration spatiale entreprise
depuis le début du XXI*™ siécle entrevoit I’espoir de nouvelles découvertes pour ’Homme et en fait
un domaine de recherche des plus stimulants. Les projets spatiaux, tels que la station lunaire, le voyage
vers Mars ou encore le tourisme spatial en sont de parfaits exemples en termes d’avancées
technologiques et scientifiques.

De Youri Gagarine en 1961 a aujourd’hui, les agences spatiales internationales coopérent pour assurer
une présence constante de I’Homme dans I’espace. L’ensemble des missions spatiales a permis de
démontrer que I’Homme pouvait survivre dans I’espace avec toutefois un impact sur I’ensemble des
systémes physiologiques. Les principales adaptations sont bien décrites et restent en de¢a des seuils
d’alertes médicales pour les durées des missions passées et actuelles. En revanche, elles posent des
défis pour les vols de longues durées tels que ceux envisagés vers Mars ou la Lune. Ces perturbations
incluent les adaptations cognitives, les mutations génétiques dues aux rayons ionisants, I’augmentation
du risque d’infection, les perturbations cardiovasculaires et métaboliques mais aussi la perte osseuse
et I’atrophie musculaire dont la réversibilité pour des missions planétaires reste encore inconnue. Ces
défis sont importants, ils peuvent affecter les performances des astronautes lors de 1’exploration
planétaire, voir compromettre le succes des missions et interférer avec un retour en bonne santé des
astronautes sur la planéte Terre. Pour ces raisons, I’étude des mécanismes d’adaptation a ’espace,
tout comme la définition de contremesures efficaces permettant de prévenir et/ou réduire ces
adaptations sont des priorités de recherche pour les agences spatiales.

Du fait du nombre limité d’astronautes en vol et du colit des missions spatiales, ces études sont en
partie réalisées via des modéeles de simulation sur Terre ; en particulier le mod¢le d’alitement prolongé
téte déclive chez ’Homme. Notre équipe utilise ce modele depuis une quinzaine d’année pour
caractériser les mécanismes sous-tendant les adaptations métaboliques et énergétiques a
I’environnement spatial.

Grace aux études que nous avons conduites, une cascade d’événements conduisant a cet état
physiopathologique a été proposée. Selon cette cascade, 1’hypodynamie induite par 1’impesanteur
réelle ou simulée entraine une réduction du turnover énergétique musculaire et 1’accumulation de
lipides bioactifs comme les céramides et di-acyl-glycérols ayant un impact négatif sur la sensibilité a
I’insuline. L’hypokinésie entraine de son c6té un remodelage musculaire qui se traduit par une
atrophie, un shift dans le typage de fibres musculaires au profit des fibres rapides caractérisées par une
capacité oxydative mitochondriale réduite. Ceci se traduit par une capacité réduite pour la captation et
I’oxydation des acides gras circulants. En situation postprandiale un relargage accru des acides gras
suite a I’hydrolyse des lipoprotéines favoriserait le stockage de lipides dans des organes non dédiés a
cet effet, en particulier au niveau du foie, du muscle et de la moelle osseuse. Au niveau du foie, I’hyper-
insulinémie favoriserait la lipogenése de novo contribuant a I’hypertriglycéridémie et au stockage
ectopique des lipides. L’ensemble de cette cascade conduirait, a une fatigabilité musculaire accrue en
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réponse a I’exercice et un état proche de ce que 1’on observe dans le syndrome métabolique. Cette
succession d’évenements meéne a un état dit d’inflexibilité métabolique, concept intégratif qui permet
de comprendre les mécanismes qui relient les comportements sédentaires aux perturbations
métaboliques. Particulierement, I’inflexibilité métabolique se définit par une incapacité de I’organisme
a adapter I’oxydation des substrats énergétiques en fonction de leur disponibilité.

Le premier objectif de cette these est de caractériser 1’état d’inflexibilité métabolique induit par un
alitement de 60 jours chez ’homme sain.

Le second objectif est de faire progresser nos connaissances dans la mise au point de contremesures.
Différentes contremesures ont d’ores et déja été testées ces 60 derniéres années, telles que des
supplémentations pharmacologiques, 1’exercice physique et plus récemment diverses
supplémentations nutritionnelles. Ces derniéres présentent 1’avantage de cibler 1’ensemble des
systémes physiologiques impactés par la microgravité, d’étre facile a implémenter dans 1’espace et de
ne pas étre chronophage. Plus récemment, des études suggerent que des micronutriments, minéraux et
acides gras essentiels ayant tous des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires, peuvent
constituer un nouveau type de contremesure efficace sur de nombreuses fonctions biologiques
affectées par la microgravité. Plus encore, il semble que la combinaison de certains micronutriments
utilisés en « cocktail » a petites doses se traduirait par une synergie entre les composés entrainant des
effets positifs plus conséquents que si chaque micronutriment était pris individuellement, méme a forte
dose. Ainsi, le second objectif de cette thése est de mettre en évidence I’impact positif d’une
contremesure nutritionnelle a base d’antioxydants et d’anti-inflammatoires sur le déconditionnement
métabolique étudié dans I’objectif 1. Compte tenu des trés larges cofits associés aux études d’alitement
prolongg, 1’objectif 2 a fait I’objet d’une étude de faisabilité chez ’Homme en condition de vie libre.

Pour répondre a ces deux objectifs, cette theése est décomposée comme suit :

L’INTRODUCTION se décline en cing chapitres. Apres un rappel des grandes phases de la conquéte
de I'espace et des défis futurs énoncés dans le Chapitre 1, les contraintes liées aux vols spatiaux, a la
microgravité et les modeles d’études du déconditionnement spatial seront présentés dans le Chapitre
2. Sur la base de la bibliographie récente, le Chapitre 3 est consacré aux connaissances actuelles sur
I’adaptation métabolique et le stockage ectopique de lipides causé par le déconditionnement spatial,
en regard des données connues sur Terre en situation physiopathologique. Le Chapitre 4 présente
quant a lui I’historique et I’évolution des contremesures mises en ceuvre par les agences spatiales. Un
intérét particulier est porté aux données fondamentales et cliniques actuellement a notre disposition
sur les micronutriments ainsi que sur leur utilisation synergique en « cocktail ». Enfin, j’expose les
objectifs et hypothéses de ce travail de thése dans le Chapitre 5.

La PARTIE EXPERIMENTALE se décompose en deux chapitres. Le Chapitre 1 est consacré a
I’étude pilote menée en 2015, qui nous a permis de valider I'utilisation du cocktail d’antioxydant et
d’anti-inflammatoires comme contremesure lors de 1’étude d’alitement prolongé de 2017 de 60 jours.
Dans le Chapitre 2, je présente les résultats obtenus a ce jour lors de cette étude d’alitement prolongé.
Enfin une derniere partie est consacrée a la DISCUSSION et aux PERSPECTIVES de ce travail de
these.
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1. La conquéte spatiale
a. Les premiers programmes spatiaux

La curiosité et le désir de voyager dans I’espace a toujours inspiré I’Homme mais vaincre la force
gravitationnelle pour se placer en orbite autour de la Terre implique des connaissances scientifiques et
des technologies qui n’ont été acquises qu’au cours du XX siécle. Suite a la seconde guerre
mondiale, seulement deux pays ressortent gagnants, a savoir les Etats-Unis et 1’Union des Républiques
Socialistes Soviétiques (URSS). Dans le contexte de guerre froide qui régnait dans la deuxiéme moitié
du XX®me si¢cle et en profitant des avancées technologiques allemandes, notamment dans le domaine
des missiles, ces deux superpuissances se livrent alors une course a I’espace pour le prestige national.
Dans cette course, les soviétiques furent les premiers a mettre en orbite un satellite, Spoutnik-1 le 4
Octobre 1957. Un mois plus tard, les soviétiques réalisent le premier vol habité dans 1’espace en
envoyant la chienne Laika a bord de Spoutnik-2, le 3 Novembre 1957. Désireux de rattraper I’URSS
dans la conquéte de I’espace, les Américains, plus particuliérement les forces armées des Etats-Unis,
placent un satellite sur orbite terrestre, Explorer-1 le 1¢" Février 1958. La NASA, agence spatiale des
Etats-Unis est fondée plus tard, le 1° Octobre 1958. En 1961, les Russes en la personne de Yuri
Gagarine, réalisent le 1°" vol orbital habité par un humain. Cette prouesse a alors donné un net avantage
a ’Union Soviétique dans la conquéte de I’espace. L’étape suivante de la conquéte spatiale a été
marquée par les différentes missions Apollo a la fin des années 1960 et le début des années 1970 [1].
Particuliérement, la mission Apollo-11 a permis aux deux astronautes de la NASA, Neil Armstrong et
Buzz Aldrin d’effectuer les premiers pas de I’Homme sur la Lune, le 20 Juillet 1969. Le programme
Apollo est achevé en 1972 avec une derniére mission lunaire. Bien que ces missions aient été
relativement courtes (de 1’ordre de quelques heures a 14 jours), avec une collecte de données
scientifiques limitée, des études se sont intéressées tout de suite a I’impact de la microgravité sur la
santé des astronautes. Les résultats des études des premiers vols spatiaux ont démontré que les
astronautes présentaient une intolérance orthostatique réversible, une réduction du volume
plasmatique, une perte de poids et une perte de volume au niveau des jambes [2].

En parallele, la conquéte spatiale s’internationalise avec des pays comme le Canada, I’Italie, la France,
I’ Australie ou le Japon qui lancent leur premier satellite entre 1962 et 1970 a des fins géostratégiques
pour permettre et surveiller les communications dans le contexte tendu de Guerre Froide qui régnait a
cette époque. L’émergence de nouveaux pays et les colts élevés des missions spatiales ont amené les
différents pays a penser différemment la conquéte spatiale, par le développement de stations spatiales
destinées a assurer plusieurs missions spatiales et ainsi développer de nouveaux matériaux et
équipements pour I’avenir. Les avancées technologiques avaient pour but d’améliorer les réseaux de
surveillance et de télécommunication, principalement militaires, tandis que les données des
explorations spatiales humaines devaient permettre d’étudier les conséquences biologiques de la
microgravité sur les organismes sur des périodes plus longues et dans de meilleures conditions.
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b. Les stations spatiales

Depuis le début des années 1960 jusqu’a la fin des années 1970, Américains et Russes travaillaient
¢galement sur la mise en orbite de stations spatiales, essentiellement pour des missions d’espionnage.
La station orbitale Saliout 5 fut la derniére station utilisée a des fins militaires. Les Russes ont été
encore une fois les premiers a mettre en orbite la premicre station spatiale orbitale habitée en
permanence, a partir du 19 Avril 1971. Plus tard, le 14 Mai 1973, la NASA satellise la station orbitale
américaine Skylab dans le but d’observer le Soleil et d’étudier I’adaptation de ’Homme en situation
de microgravité. Ces stations spatiales de premiere génération, dits « monolithiques » n’étaient pas
congues pour ajouter des modules spatiaux. IIs étaient mis en orbite avec 1’ensemble de 1’équipement
nécessaire pour la mission et I’équipage rejoignait la station plus tard. Les stations Saliout 6 et Saliout
7 se virent doter de deux terminaux d’amarrage supplémentaires pour permettre la visite d’un second
équipage, amenant avec lui un nouveau véhicule spatial. Cette extension des stations spatiales servit
de transition vers I’utilisation de stations modulaires, de deuxiéme génération. Le principe de ces
modules repose sur le lancement de 1’unité centrale suivi de plusieurs lancements de modules
additionnels, dans le but de remplir des rdles spécifiques. La deuxiéme génération de station permet
une plus grande flexibilité opérationnelle tout en se passant d’un lanceur a usage unique trés puissant
et donc onéreux. Le recours a ces stations a permis d’allonger la durée de vie des stations dans 1’espace.
C’est a partir de I’instauration des stations spatiales que de nombreux records de durée dans 1’espace
ont été battus par des astronautes, entrainant également de nouvelles découvertes dans les domaines
de la physique, des nouvelles technologies et de la biologie, plus particulierement sur 1’adaptation de
I’Homme a la microgravité.

La station Mir, placée en orbite par I’Union Soviétique en 1986 et assemblée jusqu’en 1996, fut la
premiére station de deuxiéme génération occupée par une série d’équipages effectuant des séjours de
longue durée. La grande majorité de 1’équipage était Russe ou Soviétique, mais suite a la chute de
I’URSS, la station a été rendue accessible aux astronautes Nord-Américains, Européens, Japonais,
Indiens et Slovaques. Cette ouverture marque alors le début des collaborations internationales dans la
conquéte de I’espace.

Congue a I’origine pour fonctionner cing ans, la station russe est restée trois fois plus longtemps dans
I’espace. Toutefois, la multiplication des incidents techniques durant les trois derni¢res années de
service, mais surtout 1’émergence du projet de station spatiale internationale (ISS), dans lequel les
Russes ont un réle majeur, a précipité la destruction de la station Mir, le 23 Mars 2001.

Ainsi, la station spatiale internationale, mise en orbite initialement le 20 Novembre 1998 a ’initiative
de onze pays Européens, les Etats-Unis, le Canada, le Japon, la Russie et le Brésil est aujourd’hui
toujours en service avec des missions prévues jusqu’en 2024-2025, extensible jusqu’en 2028. L’ISS
est une réussite scientifique, politique et technologique sans précédent tant elle a permis le
rapprochement de méthodes de travail et de normes différentes entre les nations. A ce jour, plus de
200 astronautes ont séjourné a bord de I’ISS avec une présence continue dans I’espace depuis 20 ans,
I’ensemble des équipages participant activement a la compréhension de 1’adaptation de I’Homme aux
conditions de microgravité, entre autres.
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c. L’émergence de nouveaux pays spatiaux

Bien que la majorité des explorations spatiales soient effectuées par les agences américaine (NASA),
russe (Roscosmos), et européenne (ESA), d’autres pays ont toujours participé et tentent de développer
au mieux leur participation dans 1’exploration spatiale. La Chine a montré trés tot son intérét pour
I’espace via la mise en orbite d’un satellite artificiel le 24 Avril 1970, devenant ainsi la cinquieme
puissance spatiale aprés 1’Union Soviétique, les Etats-Unis, la France et le Japon. Suite & la politique
de la République de Chine et au climat de guerre froide qui régne a cette époque, les Chinois se
développent grace a un partenariat avec I’'URSS et plus tard avec la Russie. Toutefois, ce ne sera que
bien plus tard, que la Chine effectuera le premier vol habité dans 1’espace, en la personne de
I’astronaute Yang Liwei a bord de la capsule Shenzhou 5 le 15 Octobre 2003. Cette réussite a permis
d’ériger la Chine en tant que troisiéme puissance spatiale a lancer un homme dans 1’espace par ses
propres moyens, respectivement aprés la Russie et les Etats-Unis. Pour asseoir un peu plus la position
de leadership mondial dans I’exploration spatiale, la Chine réalise désormais des stations spatiales. De
2011 jusqu’au 2 Avril 2018, la station spatiale Tiagong 1 était en orbite terrestre. Depuis le 15
septembre 2016, Tiagong 2, une station spatiale plus sophistiquée est également en orbite et accueille
des astronautes chinois pour des missions courtes. Un futur projet de station spatiale, Tiagong 3, est a
I’¢étude pour permettre aux astronautes de réaliser des missions spatiales de 6 mois.

L’Inde est un pays qui tente de poser sa marque dans la conquéte de 1’espace. Engagés dans le domaine
spatial depuis les années 1960 et en développement a travers des partenariats avec la Russie, les Etats-
Unis et la France, 1’Inde a pu lancer son premier satellite tres tot dans 1’histoire de la conquéte spatiale,
le 19 Avril 1975. Par la suite I’Inde a développé son expansion dans la conquéte de I’espace par la
construction de leurs propres lanceurs. Cette autonomie nationale leur a permis de mettre en orbite de
nombreux satellites Indiens mais également de nombreux satellites internationaux.

Actuellement les lanceurs spatiaux sont arrivés a maturité et I’heure est a I’économie et a la rentabilité.
Dans ce contexte, le marché se déplace naturellement vers les pays comme la Chine et I’Inde. En
chiffre, sur I’année 2012, la Chine a par exemple réalisé plus de lancements que les Etats-Unis. De
méme 1’Inde a réussi a envoyer 104 satellites en un seul lancement, le 15 Février 2017. Ces résultats
montrent bien que de nouveaux pays s’intéressent a la conquéte spatiale et tentent de se faire une place
parmi les leaders pionniers que sont la Russie et les Etats-Unis.

d. Les sociétés privées

Depuis les années 1960, les différents médias ont amené la conquéte spatiale dans chaque foyer. Avec
le développement de nouvelles technologies, les lancements se sont accélérés et diversifiés. Une
émulation collective, nationale et internationale envahit le monde a chaque nouvelle prouesse
technologique ou découverte scientifique. Fort de I’image grandissante de la conquéte spatiale, des
compagnies privées ont su saisir 1’occasion pour entrer dans 1’air du tourisme spatial. C’est ainsi qu’en
2001, Dennis Tito devint le premier « touriste de 1’espace » en effectuant un vol de 7 jours avec un
arrimage a la station spatiale internationale a bord de la mission Soyouz TM-32 contre la modique
somme de 20 millions de dollars au profit de I’agence spatiale Russe. L’ouverture des agences spatiales
pour ce genre de prestations est évidemment économique mais permet également de rendre encore plus
accessible ’espace au grand public. D’une autre maniére, aux Etats-Unis, un concours a été instauré a
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partir de 1996 pour démontrer que le vol spatial pouvait étre abordable et accessible aux civils et aux
entreprises. Le but du concours était alors de réaliser, en I’espace de 15 jours, deux vols au-dela de
I’atmosphere terrestre, soit a plus de 100km d’altitude. C’est en Octobre 2004 que le concours a été
remporté par la société Scaled Composites pour le vaisseau spatial SpaceShipOne. Ce concept a
d’ailleurs été repris par la société Virgin Galactic et propose aujourd’hui des vols suborbitaux
nécessitant 3 jours d’entrainement et une participation financiére conséquente.

Au-dela du tourisme spatial, des compagnies privées s’intéressent également a I’espace et mettent a
disposition leurs compétences et leurs services pour envoyer des engins dans 1’espace sous la forme
de contrats avec les agences spatiales nationales. C’est le cas des sociétés Boeing et Space X, qui se
sont vu confier par la NASA des contrats de transport de fret et des équipages vers la station spatiale
internationale suite au retrait planifi¢ de la navette spatiale américaine et en attendant la fin du
développement du vaisseau Orion. A titre d’exemple, Space X fut la premiére compagnie privée a
réaliser un vol orbital grace au cargo spatial Dragon. Quelques années plus tard, en 2012, un méme
cargo Dragon réalise le ravitaillement de la station spatiale internationale. A partir de 2015, la société
souhaite développer un systéme de fusées réutilisables pour permettre de diminuer les colts des
lancements spatiaux. Malgré des débuts ponctués par quelques échecs, les fusées utilisées lors des
différents lancements de Space X depuis 2015 ont toujours permis de mettre en orbite les charges
qu’elles embarquaient. De plus, lors d’un précédent lancement en Février 2018, Space X a réussi la
récupération de deux propulseurs utilisés lors du lancement de la fusée Falcon Heavy, un nouveau
lanceur lourd également développé par la société.

Le tourisme spatial et 1’apport de compagnies privées dans la conquéte spatiale aupres des agences
nationales montrent bien que I’espace est un domaine plus que porteur et pleins de ressources. Bien
que le tourisme spatial n’en soit qu’a ses balbutiements, dés maintenant et plus encore a partir de 2019,
les moyens d’acces de ’Homme a 1’espace seront multiples. Les compagnies privées comme Space
X, Axiom Space ou encore Bigelow Aerospace pourraient se montrer trés concurrentielles pour les
futurs projets spatiaux. Plus encore, le transport des astronautes vers I’ISS par des sociétés privées
permettrait aux agences spatiales de concentrer leurs efforts sur des missions plus ambitieuses comme
le retour vers la Lune, la capture d’un astéroide ou le voyage vers Mars.

e. Futures explorations et enjeux

Depuis 1972 et la fin du programme Apollo, il n’y a plus d’exploration de 1’espace a 1’aide de vols
habités. Les nouvelles technologies ont par ailleurs permis I’envoi de sondes sur la plupart des planétes
du systéme solaire [3]. Par ailleurs, 1’utilisation du télescope Hubble, et ses multiples améliorations
depuis sa mise en orbite en 1990 ont également permis a I’Homme d’explorer et d’en apprendre plus
sur I’espace.

Dans un avenir proche, suite au développement du vaisseau Orion et du nouveau lanceur SLS, la
NASA souhaiterait un retour de I’Homme sur I’orbite lunaire pour ensuite envisager un nouvel
alunissage avant 2030. L’idée d’alunir servirait également de base pour ensuite développer une station
lunaire et un spaceport orbital lunaire afin d’assembler et de tester le futur vaisseau qui partira vers la
planéte rouge. Il est également a prévoir que des compagnies privées comme Boeing et Space X
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puissent entrer en compétition avec les opérateurs spatiaux public pour des missions habitées autour
et sur la Lune a I’horizon 2025-2030.

L’Agence Spatiale Européenne (ESA) souhaiterait poursuivre l’entente internationale entreprise
depuis le projet de I’ISS et songerait a un retour de I’Homme sur la Lune avec de nombreux projets en
conséquence comme un spaceport... Dans un premier temps, 1’envoi de robots sur la Lune permettrait
de démarrer la construction des locaux lunaires via ’utilisation du sol lunaire et de la technologie
d’impression 3D. Dans un second temps, le retour de I’Homme permettrait de finaliser les
constructions et d’assurer la transition de la station lunaire pour un projet plus grand encore, le voyage
vers Mars. Les agences spatiales et les compagnies privées ont trés tot eu en téte de programmer un
voyage sur Mars. Au départ prévu a I’horizon 2020, les concernés ont reculé I’échéance d’un tel voyage
a 2030 et envisage désormais d’étaler la faisabilité de ce projet entre 2030 et 2050.

Les enjeux d’un voyage vers Mars sont nombreux. Premiérement, il faut savoir que la planéte rouge
et la Terre sont des planétes « sceurs », nées a la méme date mais aux destins bien différents. D’apres
les nombreuses données obtenues par les sondes et autres robots envoyés sur Mars, nous savons d’ores
et déja que cette planéte posseéde, comme la Terre, des saisons impliquant des variations de conditions
climatiques avec une alternance proche de celle de la Terre. Ainsi la compréhension du climat martien
pourrait nous renseigner sur le climat pass¢ et I’évolution du climat sur notre planéte. Mars était-elle
habitée par une forme de vie ? Est-ce encore le cas ? En cas de catastrophe sur Terre, la planéte Mars
peut-elle étre habitable et habitée par ’Homme ? Que peut-on en apprendre a propos de forme de vie
extraterrestre ? Peut-elle nous aider a comprendre le début de la vie sur Terre ? Peut-elle nous
permettre d’en apprendre plus sur le passé, le présent et I’avenir de la planete Terre ? Les futures
missions spatiales auront pour but de répondre a ces interrogations. En partant du principe que
I’Homme peut vivre et travailler sur Mars, d’autres enjeux consisteront a trouver, utiliser et recycler
les ressources énergétiques de la planéte, et ce de maniére innovante et efficace. De ces enjeux
découleront la possibilité d’un voyage retour vers la Terre. En effet, un des projets retenus par la NASA
consisterait & embarquer le carburant nécessaire pour le voyage aller (vers la planéte Mars) tandis que
le carburant nécessaire pour le retour sur Terre devrait étre fabriqué a partir des ressources en gaz
carbonique dont dispose 1’atmosphére martienne. De méme, la planéte Mars est proche de la ceinture
d’astéroides du systéme solaire. De ce fait, des projets d’observation et de capture d’astéroides
pourront étre développés pour étudier et prévenir les dégats engendrés par ces cometes. Des projets
futuristes sont également pensés dans le but de capturer des astéroides et les utiliser comme maticre
premicre exploitable.

Avec les moyens a disposition actuellement, un voyage vers Mars nécessiterait plus d’un an. En y
ajoutant le temps de la mission martienne, le laps de temps nécessaire pour retrouver des conditions
de vol favorables et le voyage retour vers la Terre, la durée totale du voyage se rapprocherait des 3 ans
[4], soit un record absolu pour une seule mission habitée. A I’approche de 2030, il devient donc urgent
d’obtenir des réponses, de développer des méthodes et de mettre en ceuvre tous les moyens nécessaires
pour minimiser les risques d’un tel voyage. En effet, il faut déja parvenir a développer des lanceurs et
construire des vaisseaux capables d’atteindre la plancte rouge. Des systémes doivent étre mis au point
pour limiter I’embarcation de nourriture et d’eau, minimiser la charge utile a bord des engins spatiaux
et ainsi réduire le colt d’une telle mission. De nouveaux moyens de communications avec la Terre
doivent également voir le jour. Les avancées technologiques nécessaires pour les nombreux projets
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spatiaux se basent sur des technologies préexistantes qu’il faut optimiser, automatiser et ou le gain
d’autonomie est une priorité. De cette maniére le développement et I’amélioration des technologies
fondamentales a un voyage vers Mars est en passe de se réaliser avec de nombreux tests, simulations
et mise en orbite au cours des prochaines années dont le but est d’étre le plus indépendant des
ressources terrestres. Les enjeux spatiaux pour lesquels subsistent encore une grande inconnue restent
centrés autour des adaptations engendrées par la microgravité sur les astronautes eux-mémes. En effet,
voyager vers Mars implique la mise en ceuvre de moyens garantissant le maintien de la santé et la
performance des astronautes. Les conditions dans 1’espace, au-dela de I’orbite terrestre basse, ainsi
que sur la planéte Mars entraine une irradiation continue, bien supérieure aux doses regues
actuellement par les astronautes, et ce pendant les 3 ans de voyage. Des moyens doivent également
étre mis en ceuvre sur le plan psychologique et physiologique pour limiter I’impact du confinement et
de la microgravité exercés sur les astronautes. L’ambition internationale affichée par les compagnies
privées et les agences spatiales soulévent donc des inconnues qui sont autant de défis a relever et autant
de nouvelles directions de recherche [3] pour permettre de prévenir et réduire les adaptations
engendrées par la microgravité. La volonté est de développer de nouvelles combinaisons spatiales
permettant de réduire la logistique, de suivre et de protéger les astronautes des radiations, de mettre au
point de nouveaux protocoles d’activité physique et de renouveler les équipements médicaux. De
nombreux projets de recherche se focalisent sur I’adaptation de ’'Homme lors de missions spatiales de
longue durée. Les études en cours ou a venir se concentrent sur la perte osseuse et musculaire, les
effets de changements de pression intracranienne et de la redistribution des fluides, les fonctions
immunitaires, ’adaptation cardiovasculaire. De méme, des études nutritionnelles ainsi que des
protocoles d’exercice physique sont menés afin de mieux comprendre la physiologie humaine et
préparer les missions spatiales de longue durée. Les recherches entreprises par 1’intermédiaire des
programmes spatiaux permettent également de favoriser le développement de nouvelles technologies,
de médicaments et autres pratiques thérapeutiques innovantes qui bénéficieront a I’ Homme sur Terre
dans une multitude de domaines.
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2. Les adaptations aux vols spatiaux et a la microgravité
a. Microgravité réelle et simulée, les modéles d’études

Sur Terre, le corps humain est soumis a la force gravitationnelle qui agit le long du corps du haut du
corps vers le sol. La gravité génére au sein de 1’organisme une différence de pression hydrostatique et
induit une localisation des fluides vers le bas du corps (70% sous le cceur). Le systéme musculo-
squelettique supporte la force gravitationnelle terrestre et permet les changements de position et le
mouvement de maniere générale. De plus, le systeme vestibulaire détecte la gravité qui s’applique sur
le corps et contrdle les différents organes par réflexe. Ces dispositions du corps humain nous
permettent d’étre adaptés a la vie sur Terre. En revanche, lors des vols spatiaux en orbite terrestre
basse, ou lors d’explorations planétaires passées et futures, les conditions de gravité changent et les
individus dans I’espace se retrouvent confrontés aux conditions de microgravité réelle. A titre
d’exemple, la gravité sur Terre est de 1G tandis qu’elle est de 0,16G et 0,37G respectivement sur la
Lune et sur Mars. En orbite terrestre basse, la station spatiale internationale est en orbite autour de la
Terre et se trouve en chute libre, attirée par la Terre. La vitesse de déplacement de la station autour de
la Terre induit une situation d’impesanteur ou les astronautes échappent aux effets de leur propre poids.
Cette situation place donc les astronautes en vol en situation de microgravité tout au long de leurs
missions spatiales. Dans ces conditions, la charge du systéme musculo-squelettique et la différence de
pression hydrostatique se trouve diminuée, et de nombreuses autres adaptations se mettent en place au
sein des différents systémes qui composent I’organisme humain [5] (Figure 1).
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Figure 1: Effets des vols spatiaux sur le corps humain adapté de la publication de Hodkinson et al. 2017
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Ces adaptations sont comparées a un vieillissement accéléré [6]. Une comparaison peut étre proposée
entre patients et astronautes. En effet les patients peuvent étre considérés comme des individus qui
vivent dans un environnement normal mais avec des déréglements physiologiques tandis que les
astronautes peuvent étre vus comme des individus sains exposés a un environnement anormal [7]. De
ce fait les données obtenues au cours des différentes missions spatiales ont un impact de santé publique
car elles permettent de mieux comprendre les mécanismes menant aux diverses adaptations au sein des
différents systémes physiologiques soumis aux conditions microgravitaires. Toutefois, I’opportunité
d’étudier la physiologie humaine pendant et aprés des vols spatiaux est et sera toujours délicate et
limitée, bien que de nombreuses expérimentations scientifiques aient pu étre menées jusqu’a
maintenant sur les astronautes participant aux missions spatiales. Au-dela de la rareté relative de telles
opportunités, le simple cotit des vols spatiaux exige que les équipages complétent un programme trés
ambitieux afin de maximiser le rendement scientifique. Du fait de ces contraintes de temps, le temps
alloué¢ aux investigations physiologiques tend a étre trés limité. De plus, les missions spatiales ne
permettent ni 1’inclusion de sujets témoins (raison éthique), ni la possibilité de moduler des variables
telles que 1’alimentation et 1’exercice. Pour ces raisons, le développement de modéles d’étude sur Terre
s’avere des plus utiles pour étudier les réponses physiologiques a la microgravité dans des conditions
contrdlées [8] et tester des contremesures a appliquer en vol. Pour cela les modéles d’étude doivent
induire des adaptations identiques a celles ayant lieu lors de 1’exposition a la microgravité spatiale.
Lors des vols spatiaux, les astronautes perdent du poids, montrent une redistribution des fluides
corporels vers la région thoraco-céphalique ainsi qu’une répartition différente de la pression
hydrostatique et des pertes sensorielles entre autres.

Depuis de nombreuses années, différents modeles d’études sur Terre ont été¢ développés et utilisés pour
mimer les conditions de microgravité retrouvées dans I’espace, on parle alors de microgravité simulée.
Les modéles d’études au sol qui se rapprochent le plus des conditions de microgravité rencontrées dans
I’espace chez I’Homme sont les vols paraboliques, les études d’immersion seéche ainsi que les études
d’alitement prolongé [9-11].

Les vols paraboliques sont réalisés a bord d’avions spécifiques qui réalisent des trajectoires
paraboliques et permettent une alternance de courtes périodes de chute libre avec des phases
d’accélération et de temps de récupération (Figure 2). Grace a leurs caractéristiques, les vols
paraboliques représentent le seul modele terrestre capable de mettre les individus dans des conditions
de microgravité compléte, soit 0G. De nombreuses études ont utilisé les vols paraboliques comme
stimulus physiologique pour étudier le systéme neuro-vestibulaire et les fonctions sensorimotrices et
comprendre le « mal de I’espace ». De méme, les vols paraboliques ont permis d’étudier d’autres
phénomeénes qui se mettent en place rapidement au cours de 1’exposition a la microgravité. En termes
d’adaptations cardiovasculaires, la prédominance vagale, la baisse du rythme cardiaque, les altérations
du baroréflexe et des changements de pression sanguine ont été mis en évidence au cours des vols
paraboliques. La redistribution des fluides vers le haut du corps et I’intolérance orthostatique, autres
conséquences de la microgravité, ont été démontrées a la suite de vols paraboliques. Les vols
paraboliques, en plus d’induire une vraie chute libre, sont également faciles d’accés pour les
investigateurs et les volontaires participant a ces études, facilitant I’obtention de résultats et les
corrections éventuelles au cours des vols. En revanche, les inconvénients de ce modéle d’étude résident
dans I’interruption des phases de chute libre par des moments de fortes accélérations, pouvant mener
a des résultats confus. Un autre inconvénient majeur repose sur le fait que les périodes de chute libre
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n’excedent pas trente secondes. Ces arguments interpellent sur 1’applicabilité des vols paraboliques en
tant que modele d’étude pour les missions spatiales de longue durée a venir car de nombreuses
adaptations et effets compensatoires engendrés par la microgravité se déroulent a des temps
d’exposition beaucoup plus longs que ceux réalisables au cours des vols paraboliques.
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Figure 2: Représentation schématique du déroulement d’un vol parabolique.

En 1961, avec la perspective de vols spatiaux habités, I’immersion de candidats dans une eau
thermoneutre a été suggérée comme modéle de microgravité car la flottaison permettait de neutraliser
la force gravitationnelle sur le corps humain. Cependant, cette méthode a vite montré ces limites car il
était impossible de rester plus d’un jour dans I’eau [12]. En conséquence, les scientifiques soviétiques
ont développé un modele d’immersion séche qui consistait a immerger le corps des volontaires
jusqu’au cou mais a les maintenir au sec en les recouvrant d’un tissu élastique. L’air entre la peau des
sujets et le tissu entraine une posture semi-couchée du volontaire au cours de I’immersion (Figure 3)
et permet ainsi d’augmenter la durée des expérimentations en immersion [13]. Pour une courte durée,
le modele d’immersion séche permet de reproduire fidelement les effets physiologiques de la
microgravité comme le changement de répartition des fluides corporels, une hypokinésie, une
hypodynamie engendrée par une absence de soutien du corps, et des changements hémodynamiques.
L’hypodynamie induit une réduction de la masse des muscles posturaux et I’hypokinésie entraine une
diminution de 1’activit¢é motrice. Au niveau cardiovasculaire, suite a I’immersion, la pression
hydrostatique diminue la capacité vasculaire périphérique et augmente la perfusion sanguine [14, 15].
Ceci mene a une redistribution des fluides vers la région thoraco-céphalique et & une hypovolémie. En
conséquence, le débit cardiaque se trouve augmenté, I’activité du systéme nerveux sympathique est
quant a elle réduite. Les études montrent ¢galement une suppression du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone [16], une augmentation de I’expression du peptide natriurétique auriculaire (ANP) [17],
une réduction du tonus vasomoteur, ainsi qu’une forte natriurése et une diurése [18]. Au niveau
musculaire, la chute rapide (aprés quelques heures) du tonus musculaire, en particulier des muscles
posturaux, ainsi que I’altération des afférences musculaires sont spécifiques au modele d’immersion
seche. L’exposition plus longue a I’immersion séche entraine également des changements musculaires,
structurels et fonctionnels comme 1’atrophie, la destruction myofibrillaire et des altérations dans la
composition des fibres musculaires. Une perte de force musculaire y est alors associée. Les études
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démontrent que I’immersion séche est un modé¢le efficace pour étudier les adaptations physiologiques
induits par la microgravité en soumettant les volontaires au plus haut niveau d’inactivité physique
possible tout en induisant des adaptations rapides au cours de I’immersion et un retour a la normale
tout aussi rapide lors de la période de récupération. Toutefois, un autre modele est privilégié pour
simuler la microgravité au cours de périodes plus conséquentes en vue des prochaines missions
spatiales de longues durées, et également dii au meilleur confort pour les participants au cours des
¢tudes, a savoir 1’alitement prolongé.

A. dﬂ

Figure 3: Représentation schématique (A) et photo (B) d’un volontaire participant & une étude d’immersion séche.

Les premicres études qui s’intéressaient a la microgravité simulée avaient pour but de fournir des
informations descriptives relatives a 1’exposition aux conditions spatiales et se déroulaient des la fin
des années 1940 [19]. Comme ces études se déroulaient avant méme les vols spatiaux, ils n’étaient pas
considérés comme modeles d’étude de la microgravité mais représentaient tout de méme les premicres
observations comparables aux conditions spatiales [20]. L’alitement prolongé fut proposé sous deux
formes, I’alitement prolongé en position horizontale puis 1’alitement prolongé a téte déclive (Figure
4). L alitement prolongé horizontal a d’abord été proposé comme modele d’étude car il induisait une
immobilisation, une inactivité physique et entrainait des changements de pression hydrostatique
comme lors d’un vol spatial et permettait d’étudier les effets de la microgravité sur le systéme musculo-
squelettique. Cependant, dans ce modele, la répartition des fluides n’était pas déplacée vers le haut du
corps, comme c’est le cas au cours des vols spatiaux. C’est la raison pour laquelle les Russes ont
proposé un modele d’alitement non plus horizontal mais a té€te déclive. Plusieurs angles d’inclinaison
ont été proposés a 1I’époque (-15°, -10° et -5°) mais c’est finalement 1’angle de -6° qui a été retenu car
il représentait le bon compromis des différentes réponses adaptatives. Par ailleurs, aprés leur retour de
mission, les astronautes préféraient dormir dans une position téte déclive de -6° pour avoir I’impression
d’étre a I’horizontale. L angle de -6° a donc été retenu de maniére empirique sur la base des sensations
rapportées par les astronautes [ 12]. Les différentes études d’alitement prolongé menées jusqu’a présent
ont permis de mieux comprendre la variété de réponses physiologiques induites par le changement de
position et I’immobilité prolongée.
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Figure 4: Photo d'un volontaire lors d'une étude d'alitement prolongé téte déclive a -6° (repris de 1'article de
Poultz-Snyder et al. 2016)

Ce mode¢le induit une répartition des fluides vers le haut du corps, I’absence de changement de posture,
I’absence de travail contre la force de gravité, une réduction des besoins énergétiques, une réduction
des sensations proprioceptives et une perte de stimulation sensorielle globale [12]. En y ajoutant la
condition de téte déclive, ce modele permet de reproduire de nombreux aspects de I’adaptation
cardiovasculaire et musculo-squelettique engendrés par la microgravité [8]. A terme, les conséquences
de I’absence ou de la réduction des stimuli de la gravité impactent directement ou indirectement tous
les organes du corps humain. De cette manicre, au cours de 1’alitement prolongé téte déclive, le
changement de répartition des fluides, la diurése et la natriurése entrainent une perte du volume
sanguin, qui lui méne a une baisse des performances cardiaques, a une atteinte de la sensitivité du
baroréflexe et a une réduction des capacités aérobies identiques aux adaptations rencontrées dans
I’espace [12]. Le poids, la masse et la force musculaire sont réduits et la résistance a I’insuline au
niveau des muscles est impactée. La densité et 1’architecture osseuses sont altérées et les rythmes
circadiens sont perturbés. Suite a I’alitement, les volontaires manifestent une intolérance orthostatique,
des problémes d’équilibre ou encore une perte de coordination. Une comparaison des changements
physiologiques qui se mettent en place dans I’espace et au cours d’une étude d’alitement est proposé
(Figure 5).
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Space Bed rest (HDBR)

Height T=13cm T=10cm
Body mass/weight l34% l2a%
Maximal aerobic capacity Not measured l 25%
Plasma volume 1 10-15% 1 10-15%
Urinary calcium T T
Bone density 1 1.6%/month | 0.5-1%/month
Absorption of Ca from Gut | 1
Renal stone risk T T
Muscle mass l l
Muscle strength 1 l
Insulin resistance T
Nausea/sickness/vertigo None 35% Vertigo 10%

Severe 7% Nausea rarely present

Moderate 23%

Mild 35%

Post-flight Post-bed rest

Maximal aerobic capacity 1l =129 1 20-25%
Orthostatic hypotension T T
Balance/stability d l
Coordination/gate Poor/wide Poor

Figure 5 : Comparatif des altérations rencontrées dans l'espace et suite a un alitement prolongé
adapté de Nicogossian et al. 1994 et Pavy-Le Traon et al. 2007.

Au cours des études d’alitement prolongé, les volontaires alités peuvent se tourner sur le coté de leur
lit pour manger et plier les genoux, cette dernicre position ne faisant que renforcer le déplacement des
fluides vers le haut du corps. L’alitement prolongé permet également d’étudier les adaptations de la
microgravité bien plus longtemps que lors de vols paraboliques ou d’études d’immersion séche. De
cette maniére, en comparaison des autres modéles existants, I’alitement prolongé a téte déclive s’avere
étre le meilleur modele d’étude de la microgravité pour la plupart des adaptations physiologiques
causés par les vols spatiaux et est le modele le plus utilisé actuellement, en particulier pour les études
de plus longue durée [13].

Par ailleurs, d’autres modeles ont été¢ développées pour étudier les effets du confinement et de
I’isolement au cours des vols spatiaux. Les études de confinement ne sont pas des modeles d’études
de microgravité simulée mais sont essentielles a la compréhension et la gestion des équipages envoy¢és
en mission spatiale ou les astronautes se retrouvent au sein du méme environnement pendant plusieurs
semaines voire plusieurs mois. L’aspect social et psychologique est primordial pour le bon
déroulement des missions spatiales et les études de confinement, comme I’expérience Mars 500 par
exemple, sont des modeles d’études au sol indispensables pour mieux comprendre et éviter les risques
imputables a toute mission en orbite et préparer au bon déroulement des futures missions d’exploration
spatiale de longue durée.

Au-dela des modeles d’études sur I’Homme, d’autres modéles, animaux cette fois, sont également tres
utiles pour comprendre I’impact de la microgravité. Ces modéeles reposent sur I’immobilisation et le
déchargement des pattes arriere des animaux par traction de la queue de rats et de souris spécifiquement
(Figure 6). Ce modele a été développé dans les années 1980 pour permettre 1’étude des mécanismes,
les réponses et proposer des traitements relatifs aux adaptations engendrées par la microgravité.
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Figure 6 : Dessin du modéle de souris suspendue

La position de 1’animal suspendu par la queue ne supprime pas la force gravitationnelle mais le
déchargement des pattes arriére entraine des réponses au niveau du systéme musculo-squelettique ainsi
qu’un changement de répartition des fluides et des organes vers la téte de I’animal et entraine alors une
cascade de changements physiologiques au sein des différents systémes de [’animal, affectant
¢galement le métabolisme. En particulier, les résultats des études menées sur I’animal avec ce modéle
ont montré, entre autres, une atrophie musculaire au niveau des membres suspendus ou membres dits
« antigravitaires », une perte de densité osseuse, une utilisation préférentielle des glucides en lieu et
place de I’oxydation des acides gras au sein de muscles oxydatifs ainsi que le développement d’une
insulino-résistance. Des adaptations cardiovasculaires ont également été mises en évidence grace au
modele de rats suspendus. Des études rapportent une réduction de la VO,max des animaux apres
suspension, une hypovolémie, le développement d’une tachycardie au repos et a 1’exercice et une
intolérance orthostatique. De cette manicre le modele de rat suspendu fut et est toujours utilisé pour
mieux comprendre I’influence de 1’environnement spatial sur les réponses physiologiques, organe-
spécifique et de maniere plus mécanistique. Les inconvénients de ce modéle animal sont liés a
I’inconstance des réponses suite au stress de I’animal en fonction des expérimentations menées mais
aussi a I’absence de suspension pour les pattes avant de 1’animal ou encore le manque de clarté sur
I’influence de la suspension sur la colonne vertébrale de I’animal. De méme, bien que ce modele
entraine une hypodynamie et une hypokinésie, il n’est pas pour autant un modele d’inactivité physique
car les animaux suspendus sont constamment en mouvement sur les pattes avant. Enfin, ce modele
reste animal et comporte donc des différences avec les essais cliniques humains, et nombre de
recherches précliniques ne sont pas confirmés lors d’études cliniques. Toutefois, le modele animal
possede de nombreux avantages. Il permet une plus large marge des protocoles qui permettent ainsi
d’étudier I’exposition des animaux aux radiations, a des pathogénes ou a des traitements
médicamenteux, qui seraient impossibles ou trés difficiles a mettre en place au cours de protocoles
cliniques chez ’'Homme. Le modele animal permet également 1’utilisation de souches d’animaux
génétiquement modifiés ou encore d’étudier la récupération des animaux suite a la suspension, ce qui
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est indispensable pour déterminer les effets a long-terme de la microgravité en vue des futures missions
spatiales habitées. Le modéle de suspension animale est donc un bon analogue permettant de simuler
les conditions de microgravité et donne également acces a des données complémentaires sur 1’effet de
I’inactivité physique et la contribution des comportements sédentaires au développement de maladies
chroniques ; il est donc utile non seulement comme mode¢le d’étude de la microgravité mais aussi pour
des questions médicales et de santé publique [21, 22]. Depuis le début des programmes spatiaux, les
données scientifiques obtenues en vol comme en simulation a travers les différents modeles d’étude
décrits plus haut ont permis de mieux comprendre et de décortiquer les différents mécanismes
d’adaptations induits par la microgravité. Ceux-ci sont détaillés dans les paragraphes suivants.

b. Conséquences des vols spatiaux

L’espace est un environnement extréme pour le corps humain [23]. Depuis plus de 50 ans
d’exploration spatiale humaine, les études ont montré que I’Homme pouvait s’adapter aux conditions
spatiales tout en restant productif pendant plusieurs mois [24]. Les problémes engendrés par les
conditions spatiales ont été a I’étude avant les premiers vols spatiaux grace a I’aviation. Les conditions
en vol impliquent des changements de pression, des changements de position du corps forcés et la
dépendance a 1’équipement de survie. Cependant, les conditions spatiales réunissent des conditions
uniques d’exposition a une combinaison de stimuli de stress comme les forces d’accélération, les
radiations, la microgravité [23] ainsi que I’isolement. En particulier, la microgravité est une
caractéristique critique des vols spatiaux. En effet, les conditions spatiales réduisent considérablement
I’utilisation du corps, on parle alors d’hypodynamie et d’hypokinésie, a la base de nombres d’effets
sur la physiologie humaine, encore inattendus au début de 1’exploration spatiale, et qui affectent
I’ensemble des systémes physiologiques. Ces réponses physiologiques engendrent un
déconditionnement pouvant affecter la santé et les performances des équipages et ainsi compromettre
a la fois le succes des missions spatiales et un retour sur Terre en bonne santé des Astronautes [24].

i. Exposition aux radiations

L’exposition aux radiations cosmiques est un des problémes majeurs rencontrés par I’Homme au cours
de I’exploration spatiale [25]. Sur Terre, 1’atmosphére nous protége des radiations cosmiques, mais
I’exposition aux radiations augmente avec 1’altitude, soumettant les astronautes a des taux de radiations
plus élevés [26]. A titre de comparaison, au niveau de la mer, ’Homme est exposé a une dose de 0,03
uSv/h, en montagne, la dose regue est de I’ordre de 0,1 uSv/h a 2000m d’altitude et atteint 1 uSv/h
dans les chaines de montagne de I’Himalaya, ce qui correspond a la dose regue par un patient soumis
a des rayons X lors d’une analyse de composition corporelle par exemple. Dans I’espace, les
astronautes sont quant a eux exposés a des doses beaucoup plus importantes qui avoisinent les 40
uSv/h. En orbite basse, la ceinture de Van Allen permet tout de méme une protection face aux
rayonnements. En revanche, ces mémes radiations deviendront réellement problématiques pour les
futures missions, particuliérement pour un voyage vers Mars. Les radiations rencontrées dans 1’espace
existent sous forme d’éruptions solaires et de rayons cosmiques [27], responsables de morbidité aigue
ou tardive. Une exposition a des radiations peut entrainer directement des vomissements, des nausées
tandis que ’effet tardif d’une exposition aux radiations peut entrainer le développement d’un cancer
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[23]. Des données obtenues a partir des stations Mir et de I'ISS suggérent que la fréquence des
mutations est augmentée suite & une exposition aux radiations pendant plus de 180 jours en condition
de microgravité [25]. Ainsi plus la mission serait longue, plus le nombre de cellules cancéreuses
retrouvées serait important. Le nombre de mutations diminuent quelques années apres un vol spatial
sans pour autant revenir au nombre de mutations obtenues avant tout vol spatial. Par ailleurs, un second
vol n’a pas pour conséquence une nouvelle augmentation du taux de mutations, suggérant la possibilité
d’une réponse radio-adaptative. En dehors des cancers ou des effets aigus d’une exposition, 48 cas
d’opacification des yeux d’astronautes ont été recensés sur les 295 astronautes inclus dans le suivi
longitudinal sur la santé des astronautes de la NASA, mettant en évidence la possibilité¢ de développer
des cataractes chez les astronautes. Enfin, 1’exposition aux radiations peut également causer le
développement de maladies cardiovasculaires comme une maladie coronarienne. Du fait de la latence
entre 1’exposition et les symptomes de la maladie, les astronautes sont a risque pour le développement
de ces maladies bien apres leur retour sur Terre [28], comme pour les cancers. Les études qui se sont
intéressées a I’impact des radiations au cours des vols spatiaux font état de 1’hétérogénéité des doses
de radiations regues par les astronautes au cours des différentes missions. Cette hétérogénéité pourrait
s’expliquer par les différences matérielles des missions de la fin des années 1960 a aujourd’hui mais
peuvent s’expliquer également par la libération de fortes doses aigiies de radiation au cours d’éruptions
solaires occasionnelles. Ainsi, les risques réels d’exposition aux radiations sont difficilement
¢évaluables et il est nécessaire de trouver un moyen de protéger au mieux les équipages au cours des
missions spatiales en ayant recours a des matériaux qui allient haute protection, moindre cotit et faible
poids [29]. Au vu de I’ambition des projets spatiaux a court, moyen et long terme, I’exposition des
astronautes aux radiations au cours de ces prochaines missions dépasserait le seuil limite de 3% de
déces di a I’exposition [30], augmentant ainsi le risque sur la santé des astronautes ce qui représente
un défi majeur pour un voyage vers Mars.

ii. Adaptations psychologiques

Les astronautes envoyé€s en mission spatiale sont soumis a un stress et a des altérations psychomotrices
et cognitives qui peuvent se manifester sous formes d’illusions optiques, de désorientation, de
problémes d’équilibre, d’adaptations sensorielles et motrices au cours de la mission spatiale mais
également lors du retour sur Terre. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces perturbations. Tout
d’abord, la microgravité entraine des effets sur le fonctionnement du cerveau, plus particulierement
sur les systémes vestibulaires et moteurs. De plus, le stress induit par la perturbation des rythmes
circadiens (manque de sommeil)[31], la charge de travail ainsi que le stress physique et émotionnel di
aux conditions de vie au sein du vaisseau spatial [32, 33] expliquent ces adaptations. Différentes études
ont permis et permettent de mieux comprendre les altérations engendrées par le confinement et rendent
possible 1’¢laboration de mesures préventives. Les modeles d’étude terrestre du confinement comme
« Mars 500 » en Russie, « Envihab » en Allemagne, ou encore les expéditions en Antarctique offrent
une opportunité¢ unique d’étudier chaque aspect des conditions spatiales sans les conditions réelles et
complexes des vols spatiaux.
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iii. Conséquences du confinement

L’expérience Mars 500 a induit un stress neuroendocrinien, une perturbation du systéme
endocannabinoide, et une élévation des taux de cortisol et catécholamines salivaires des participants
[34]. Le manque de lumicre naturelle cause également un décalage des rythmes circadiens, une
augmentation du pourcentage de périodes de sommeil et de repos, une réduction de la qualité¢ du
sommeil et une altération de I’alternance entre phases d’éveil et de sommeil. Ces derniers résultats
sont a mettre en parallele avec des perturbations de I’humeur et une réduction du taux d’émotions
positives au cours du confinement [35]. Les volontaires ressentent différents symptomes comme des
maux de téte, des troubles gastro-intestinaux, de la fatigue, des troubles cognitifs (perte de mémoire,
perte de vigilance, difficulté de concentration), des signes de dépression et une forme de tension envers
les autres membres. Ces symptomes se rapprochent du « syndrome de I’hiver » connu comme une
forme de dépression [36]. Ainsi, 1’isolement et le confinement rencontrés au cours des missions
spatiales soumettent le corps humain a des nombreuses contraintes psycho-neuroendocriniennes qui
induisent des symptdmes physiopathologiques. Les mod¢les d’étude terrestres offrent d’excellentes
conditions pour étudier les effets du confinement et ainsi préparer au mieux les astronautes pour les
missions spatiales de courte ou de plus longue durée. Pour prévenir les conditions de stress les
astronautes pratiquent 1’entrainement autogéne mais I’élément clé reste la capacité des différents
membres de chaque €quipage a s’intégrer et interagir avec les autres astronautes pour instaurer une
dynamique de groupe, vitale, pour le succes des missions [37]. De méme, la prévention en vol s’avere
plus efficace que toute approche thérapeutique. La prise de repas équilibrés comprenant des
suppléments diététiques [38, 39] ainsi que la pratique d’une activité physique [40, 41] a été
recommandée a travers différentes études.

iv. Impact sur le systéme immunitaire

Parmi I’ensemble des contraintes causées par les voyages en orbite, la dérégulation du systéme
immunitaire est un risque pour les astronautes au cours des missions d’exploration spatiale.
L’ensemble des stress subis par les astronautes, a I’approche du décollage et en vol, peut aboutir a une
modulation importante du systéme immunitaire, réduisant les défenses des astronautes face aux
infections (bactérienne ou virale) et pouvant mener a une immunodéficience, des allergies, ou des
maladies auto-immunes, compromettant ainsi les possibilités d’une exploration spatiale a long-terme
[42]. De nombreuses études font état de changements conséquents au niveau du systéme immunitaire
tels qu’une altération des taux d’immunoglobulines, des modifications de production de cytokines ou
encore une réduction de 1’activité cytotoxique des cellules Natural Killer (NK) [7, 43]. Parmi les
cellules responsables des défenses immunitaires, les lymphocytes ont des roles multiples et de
nombreuses populations lymphocytaires peuvent étre affectées par la microgravité. En effet, des études
ont montré¢ que le nombre de lymphocytes Helper CD4+ était réduit avec ou sans utilisation
d’activateurs de lymphocytes T [44, 45]. Des données réalisées en vol démontrent également des
changements de croissance et de pathogénicité de différents micro-organismes [45]. Enfin, I’une des
perturbations du systéme immunitaire souvent rencontrée en situation de microgravité réside dans la
réactivation de virus latents, comme le virus de I’Herpés, le virus d’Epstein-Barr ou le cytomégalovirus
[7,42]. Les expériences de confinement causent également des perturbations du systéme immunitaire.
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Des volontaires montrent une élévation du taux de lymphocytes T CD3+ ainsi qu’une altération de la
sécrétion d’TFN-y apres stimulation par le virus Epstein-Barr (EBV) témoignant d’une perturbation de
la réponse immune adaptative [46]. Une autre étude rapporte une réduction de plusieurs cytokines anti-
inflammatoires (IL-10 ET IL-1RA) ainsi qu’une élévation du taux de lymphocytes T-helper CD4+
(TH1) [47]. En prenant en considération le fait que le systéme immunitaire représente un des systémes
les plus étendus du corps humain, avec de nombreuses connexions entre les organes par voie humorale
ou neuronale, il apparait évident que des altérations du systéme immunitaire au cours de missions
spatiales de longue durée pourrait représenter un risque clinique pour les astronautes et qu’il est donc
primordial de comprendre les mécanismes qui sous-tendent ces altérations tout en développant des
moyens permettant de prévenir directement ou indirectement les dommages de la microgravité sur le
systéme immunitaire. Dans ces adaptations immunitaires le niveau de stress pergu par les astronautes
joue un role critique. Pour cela, la nutrition, 1’exercice physique, la vaccination, mais également des
approches psychologiques peuvent s’avérer bénéfiques a la fois aux astronautes mais aussi a
I’ensemble des individus soumis a des périodes de stress aigu ou chronique [45].

c. Adaptations causées par la microgravité
i. Le systéme cardiovasculaire

La gravité terrestre implique une répartition des fluides corporels (sang, eau) en majorité sous le coeur
[48]. Au contraire, dans I’espace, la distribution des fluides devient thoraco-céphalique, ce qui se
traduit par un gonflement du visage et des jambes plus fines chez les astronautes en vol [49]. Par
exemple, la pression artérielle moyenne au niveau du cceur est normalement d’environ 100 mmHg
(Figure 7), alors que celle de la téte est 1égérement inférieure (70 mmHg) et celle des pieds est
beaucoup plus grande (environ 200 mmHg). Lors de 'exposition a la microgravité, tous les gradients
de pression sanguine (artériel, veineux et microcirculatoire) sont perdus, de sorte que le sang passe
immédiatement des tissus du thorax vers la téte [50].

Pre-flight (1G) Microgravity
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Figure 7 : Représentation de la pression artérielle moyenne pour un individu soumis a la
gravité terrestre et en condition de microgravité. Adapté de Watenpaugh et Hargens, 1996.
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Associé a la redistribution des fluides, la perméabilité capillaire augmente et induit une migration des
fluides intravasculaires vers 1’espace extracellulaire [51]. En conséquence, le volume de plasma est
réduit (hypovolémie) et s’accompagne d’adaptations physiologiques comme [I’intolérance
orthostatique et la réduction de la capacité d’exercice [52]. Ces dernieres ont lieu dés les premiers jours
d’exposition a la microgravité et se maintiennent tout au long des missions spatiales des astronautes.
Le retour a la gravité terrestre rétablit la répartition des fluides et permet aux astronautes de retrouver
les constantes cardiovasculaires dont ils disposaient avant leur vol spatial aprés plusieurs semaines
[49].

Les données accumulées depuis 1960 montrent que les conséquences de 1’exposition a la microgravité
sont multiples au niveau du systéme cardiovasculaire. Différentes études ont démontré des altérations
a la fois sur la forme [53, 54] et la masse du cceur lui-méme [55, 56], des perturbations des fonctions
cardiaques allant jusqu’a provoquer des arythmies ainsi que des dérégulations vasculaires différentes
au niveau des membres inférieurs et des membres supérieurs [57]. Dés les premiers jours d’exposition
une hypervolémie thoracique est détectée par les barorécepteurs cardiaques, menant ensuite a une
diminution du volume sanguin par augmentation de la diurése [58-61]. L’hypovolémie entraine alors
un remodelage ainsi qu’une atrophie cardiaque. Des études en vol ont prouvé que le coeur de quatre
astronautes avait changé de forme lorsqu’ils étaient soumis aux conditions spatiales, montrant des
dimensions diastoliques réduites et une augmentation de la sphéricité cardiaque ainsi qu’une perte de
masse ventriculaire [54]. Des analyses menées lors d’un alitement prolongé de six semaines ont, quant
a elles, permis de mettre en évidence une perte de masse des ventricules gauche et droit a partir
d’imagerie par résonance magnétique (IRM) [55, 56, 62]. Ce phénomene serait expliqué par
I’hypovolémie mais certains auteurs estiment que la réduction de masse ventriculaire pourrait
¢galement provenir d’une perte de masse myocardique [55, 62]. L’exposition a la microgravité induit
¢galement une réduction de 1’apport sanguin au niveau cérébral, provoquant généralement une perte
de connaissance, plus connue sous le terme d’hypotension ou intolérance orthostatique. Cette derniere
peut également se manifester sur Terre lors d’une transition trop rapide entre une position assise ou
couché a une position debout. Bien que cette intolérance orthostatique n’ait pas affecté le succes des
missions spatiales, le fait est que ce phénomene pourrait entraver une évacuation d’urgence en cas de
probléme d’atterrissage de la capsule spatiale [49].

Il a également été prouvé que le rythme cardiaque, le débit cardiaque mais aussi les pressions
systoliques et diastoliques sont influencées par la microgravité. En effet, le rythme cardiaque des
astronautes est plus faible dans I’espace que sur Terre. Le débit cardiaque augmente 1égérement a
I’exposition microgravitaire tandis que les pressions systoliques et diastoliques sont réduites
contribuant a une tension artérielle réduite au cours de vols spatiaux, proche de celle d’un individu en
position allongée [57, 63]. Une réduction du baroréflexe contrdlant le rythme cardiaque [64] et une
augmentation de 1’activité nerveuse sympathique [65] ont également été mis en évidence au cours de
différentes études de microgravité simulée et au cours de missions spatiales. De plus, des publications
ont mis en évidence une réduction des capacités contractiles du cceur [57, 66, 67] bien que les
mécanismes impliqués dans ce phénoméne nécessitent encore des recherches [57]. Enfin, des
arythmies cardiaques ont également été observées suite a 1’exposition a la microgravité. Elles sont
caractérisées par des contractions ventriculaires et/ou atriales prématurées ainsi que par une
augmentation de I’intervalle de temps entre le début du complexe QRS (dépolarisation ventriculaire
qui permet la contraction des ventricules) et la fin de ’onde T (repolarisation ventriculaire), soit une
prolongation de I’intervalle QT au cours d’un électrocardiogramme, en comparaison a un examen
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classique (Figure 8). Plus encore, la prolongation de I’intervalle QT peut augmenter le risque de
torsades de pointes et induire un trouble de la repolarisation du myocarde [68].

QRS
Complex |
ST
PR Segment

PR Interval

QT Interval

Figure 8 : Schéma d'un électrocardiogramme normal permettant de visualiser ’onde P, I’espace PR, le
complexe QRS, le segment ST, I’onde T et I’intervalle QT au cours d’une contraction cardiaque.

Les arythmies peuvent étre expliquées par la bradycardie au cours de vols spatiaux de longues durées,
par des changements au sein du systéme nerveux autonome (nerf vague en particulier), mais aussi par
des altérations des fonctions contractiles. Il ne faut pas non plus négliger le possible impact de la prise
de médicaments au cours des missions spatiales qui peuvent induire des altérations cardiovasculaires
[57].

La microgravité altére également les vaisseaux périphériques au niveau des membres inférieurs et
supérieurs. Au niveau des membres inférieurs, les vols spatiaux peuvent impacter la résistance
vasculaire [57]. Des études ont montré que la résistance vasculaire des membres inférieurs était
diminuée au cours d’une mission spatiale de 6 mois. Au cours de cette méme mission, aprés une
semaine de vol, la section transversale de la veine fémorale avait augmenté [69]. De plus, des
altérations de tonus vasculaire ont été mises en évidence au cours des vols spatiaux. Une réduction des
capacités de constriction des gros vaisseaux situés au niveau des membres inférieurs a été observée,
aboutissant a une dérégulation du flux artériel et une réduction de la stabilité orthostatique [70].
Toutefois la modification du tonus artériel dépendrait du temps de mission puisque le tonus artériel
apparait diminué au cours des vols spatiaux de courte durée mais semble augmenté au cours de
missions spatiales plus longues [55]. Ces altérations peuvent €tre causées par un remodelage local des
parois artérielles qui a d’ailleurs un role dans I’intolérance orthostatique. Au-dela des arteres, les veines
des membres inférieurs subissent également les effets de la microgravité. La redistribution des fluides
au cours de I’exposition a la microgravité induit une moindre circulation sanguine au niveau des
membres inférieurs et donc une réduction du remplissage des veines des membres inférieurs [71]. La
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compliance des veines des membres inférieurs augmente en début de vol puis tend a diminuer au cours
du vol, tout en gardant des niveaux plus élevés que ceux obtenus avant le départ en mission. Ces
changements de compliance sont favorisés par 1’altération de la structure et la fonction des vaisseaux
mais aussi la réduction du tonus musculaire des membres inférieurs. Du fait de la compliance élevée
des veines des membres inférieurs, plus de sang stagne au niveau des membres inférieurs diminuant
ainsi le flux sanguin retournant a I’oreillette droite. Ceci induit une réduction du débit cardiaque et de
la tension artérielle. Ainsi, I’altération de compliance des veines au niveau des membres inférieurs est
un des mécanismes contribuant a I’intolérance orthostatique au cours de I’exposition a la microgravité
réelle ou simulée [72]. Les changements de pression hydrostatique (gravitationnelle) induits par la
microgravité entrainent une diminution de la pression veineuse au niveau des membres inférieurs. Par
ailleurs, I’inactivité physique et I’atrophie musculaire causent une réduction du flux des veines des
membres inférieurs. L’absence de stimulation gravitationnelle du systéme cardiovasculaire aboutit a
une réduction de I’autorégulation des veines. La combinaison de ces effets a pour effet de réduire les
capacités contractiles des muscles lisses, de réduire 1’innervation et d’induire I’atrophie de la paroi des
vaisseaux, ce qui aggravent encore les altérations des veines des membres inférieurs au cours de
I’exposition a la microgravité [57].

La régulation des vaisseaux du haut du corps est également modifiée par la microgravité. Une attention
particulicre a été portée a la circulation cérébrale. Les études font état d’une réduction de la vélocité
du flux sanguin systolique au niveau de I’artére cérébrale moyenne droite aprés alitement en position
anti-orthostatique [73]. D’autres études ont prouvé que la microgravité induit une augmentation de la
pression sanguine de 10% et un gain de 10 mmHg au sein de I’artére carotide en comparaison des
données obtenues sur Terre ; ou encore une augmentation de la résistance vasculaire cérébrale et une
diminution du flux sanguin cérébral. Au-dela de la circulation vasculaire cérébrale, des études se sont
aussi intéressées aux régulations vasculaires au niveau des membres supérieurs. Conformément a la
répartition thoraco-céphalique des fluides corporels, une augmentation du volume des fluides au
niveau des avant-bras a ét¢ démontrée. Pour autant la résistance vasculaire et le remplissage des
vaisseaux se trouvaient inchangés [57].

D’aprés I’ensemble de ces données, la microgravité, réelle ou simulée, a des effets significatifs sur les
fonctions cardiaques et vasculaires. Une diminution de la capacité a 1’exercice, couplée aux
phénomenes ci-dessus entrainent un déconditionnement cardiovasculaire et induit des adaptations au
sein du corps humain, représentant un risque pour les astronautes.

Avec I’allongement des missions, I’augmentation des missions extravéhiculaires et I’augmentation de
I’intensité des activités, la santé et la sécurité des astronautes sont et seront mises a mal au cours des
prochaines missions spatiales. De cette manicre les recherches sur les adaptations du systéme
cardiovasculaire en condition de microgravité sont d’une importance capitale. Par ailleurs, a I’aube de
I’émergence des vols orbitaux commerciaux et des voyages spatiaux suborbitaux, tous les facteurs de
risque doivent étre correctement évalués.

Les prochaines études menées dans ce domaine sont et seront dirigées afin de mieux comprendre les
processus physiologiques sous-jacents et développer des contremesures permettant de contrebalancer
les effets de la microgravité tels que la réduction des capacités aérobies et 1’intolérance orthostatique.
Il sera aussi question de comprendre les changements du systéme nerveux autonome induits par la
microgravité qui impacte le cceur et les vaisseaux périphériques.

33



ii. Le systéme squelettique

Depuis les missions Skylab lancées dans les années 1970 jusqu’aux missions les plus récentes, des
données sont collectées pour comprendre 1’impact de la microgravité sur le systéme musculo-
squelettique. Sur la base des résultats obtenus a ce jour, une exposition prolongée a la microgravité
affecte le systeme musculo-squelettique, causant particulieérement, une perte de la masse osseuse
(déminéralisation osseuse) et ainsi qu’une perte de masse musculaire due a une réduction de
sollicitation et une diminution de perfusion des muscles et des os [11]. Sur un modéle de rats
suspendus, Colleran et al. ont démontré une augmentation de la masse osseuse des pattes avant et une
perte osseuse au niveau des pattes arriere des animaux suspendus. Plus encore, ces changements de
masse étaient proportionnels aux changements de perfusion osseuse, corroborant 1’hypothése que les
modifications de perfusion sanguine sont en partie responsables du remodelage osseux en situation de
microgravité [74]. Les missions Skylab ont montré une augmentation de 1’expression de marqueurs de
résorption osseuse tels que 1’hydroxyproline et le télopeptide N-terminal, NTX (augmentation de
I’ordre de 100-150% en vol en comparaison des taux obtenus avant le vol spatial). De méme, apres 14
jours d’alitement a -6°, Smith et al. ont montré une augmentation de 1’expression de marqueurs de
résorption osseuse, dont le marqueur NTX [75]. Une réduction de la balance calcique a également été
démontrée au cours des différentes missions Skylab. Le vol de 84 jours a bord de Skylab a induit une
perte moyenne dans la balance calcique 200mg/jour et les pertes osseuses n’étaient pas également
réparties sur I’ensemble du squelette des astronautes. Les résultats montrent une perte osseuse plus
importante au niveau du rachis lombaire, du col du fémur, du trochanter, du pelvis, du calcanéus et des
jambes tandis que les os des bras n’étaient pas affectés [76]. Des données similaires ont été obtenues
suite a un alitement prolongé de 17 semaines consécutives [77, 78]. Ainsi la perte osseuse est plus
importante au niveau des os qui supportent la charge corporelle en condition de gravité terrestre. Les
résultats issus des missions Soyouz et Mir ont confirmé les résultats précédents et ont également
démontré des variations d’un marqueur de formation osseuse, I’ostéocalcine, résultats en adéquation
avec des résultats obtenus sur modele animal [79]. En effet, ’expression de ce marqueur osseux
augmente significativement dans le sang apres 14 jours en vol mais sa concentration sanguine diminue
aprés un séjour de 110 jours des astronautes dans 1’espace. A titre de comparaison, les taux de perte
osseuse d’astronautes ayant passés 6 mois a bord de I’ISS sont du méme ordre que ceux retrouvés au
sein d’individus dont 1’age est compris entre 50 et 60 ans [23].

Plus encore, les résultats de la mission Mir-18 ont mis en évidence une réduction significative de
I’expression de la vitamine D et de son précurseur, induisant une réduction de la fixation d’ions
calciques sur les os. Au retour sur Terre, I’expression de I’hormone parathyroidienne, favorisant la
résorption osseuse, se trouvait augmentée et était donc préjudiciable a la restauration osseuse des
astronautes apres leur mission. Toutefois, les pertes osseuses (ainsi que 1’expression des marqueurs
osseux associés) engendrées par les différentes missions spatiales tendent a s’estomper avec le temps
mais cette restauration osseuse reste dépendante du temps passé dans I’espace. De cette maniére un(e)
astronaute revenu(e) d’une mission spatiale plus courte mettra moins de temps pour restaurer sa masse
et sa densité osseuse par rapport a un(e) astronaute ayant eu une mission plus conséquente. Au-dela
des altérations osseuses, la microgravité induit également des pertes fonctionnelles au niveau du
cartilage, des tendons ou encore des disques intervertébraux[80].
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iii. Le systéme musculaire

Comme le squelette, sans les forces exercées par la gravité terrestre, les muscles sont fortement
impactés au cours des vols spatiaux. Toute atteinte musculaire s’avére préjudiciable en cas de sortie
extravéhiculaire ou autres activités quotidiennes et pourrait a terme compromettre la réussite des
missions spatiales [8]. Jusqu’a maintenant, les équipages engagés dans les missions spatiales, a bord
de véhicules ou habitant temporairement dans les stations spatiales, n’étaient qu’a quelques jours de
voyage pour un retour sur Terre. En revanche, en cas de déficience musculaire, les futures missions
interplanétaires impliqueraient une impossibilité de retourner sur Terre rapidement. Il apparait alors
fondamental de comprendre les adaptations qui impactent le systéme musculo-squelettique en situation
de microgravité. Au-dela de I’impact pour les futures missions spatiales, la compréhension de ces
adaptations est €également un enjeu majeur de santé publique dans nos sociétés occidentales de plus en
plus sédentaires.

Il est établi qu’une atrophie musculaire se produit chez les astronautes [52] conjointement a une perte
de performance dés les premiéres semaines d’exposition aux conditions microgravitaires et qu’une
réduction du taux de perte musculaire se met en place les semaines suivantes. La perte musculaire
engendrée par la microgravité¢ dépend du temps passé dans 1’espace et de la taille des fibres et de la
masse musculaire des individus avant leur vol spatial. Les données obtenues en vol, mais aussi les
résultats d’études au sol au cours d’alitement prolongé ou sur des mode¢les de rat suspendu démontrent
la présence d’une atrophie musculaire en particulier au niveau des membres inférieurs et posturaux
[81]. Suite a une période de vol comprise entre 112 et 196 jours a bord de la station Mir, les membres
de I’équipage ont présenté une réduction du volume des muscles gastrocnémien et soléaire (de I’ordre
de 19%) et du quadriceps (10%). Suite a 7 jours d’alitement, le volume musculaire au niveau de la
cuisse est réduit de 3%. D’autres études d’alitement ont montré une perte de volume entre 6 et 11%
aprés 20 jours d’alitement [82] [83], autour de 5-11% aprés 30 jours d’alitement [84, 85] ou encore
une perte de volume de 14-17% apres 42 jours d’alitement [86]. Au-dela de la perte de volume, les
conséquences de la microgravité au niveau musculo-squelettique s’accompagnent de pertes de
fonctions musculaires. De ce fait, I’atrophie musculaire est associée a une perte d’endurance, de force
et donc a une perte de puissance musculaire [87]. Des données neuromusculaires enregistrées par
¢lectromyographie (EMG) ont montré une réduction de I’ordre de 35-40% de I’activité des fléchisseurs
plantaires aprés un séjour compris entre 90 et 180 jours dans I’espace [88]. Toutefois, des études
contradictoires ont mis en évidence une augmentation de 1’activit¢ EMG au sein des muscles tibial
antérieur et soléaire, sans constater de changement au sein du muscle gastrocnémien [89]. Des études
d’alitement ont rapporté une perte de performance des muscles extenseurs des genoux. Apres 14 jours
d’alitement, la force des muscles extenseurs des genoux a baissé de 15%. Aprés 35 jours la force des
muscles gastrocnémien et soléaire a baissé de 25% [90, 91]. L’atrophie musculaire que subissent les
organismes soumis a la microgravité serait due a une réduction de la taille des fibres musculaires et de
la synthése de protéines contractiles plutdt qu’a une perte de fibres musculaires. Ferrando et al. ont
mis en évidence un bilan azoté négatif et une réduction de 50% de la synthése protéique au sein des
muscles squelettiques [92]. La réaction des noyaux de fibres musculaires a été analysée au sein de
différentes fibres musculaires en réponse a 16 jours de suspension sur des rats Wistar. Suite a la
suspension, le nombre moyen de noyaux et de cellules satellites mitotiques/quiescentes dans une seule
fibre au sein du muscle soléaire a diminué de 49 et 70/63% comparé aux niveaux de base. Ces résultats
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indiquent que la suspension inhibe la syntheése protéique au sein des muscles antigravitaires [93]. De
plus, suite a un alitement prolongé de 5 semaines a -6°, une réduction de la synthése protéique a été
objectivée sans aucun effet de I’alitement sur le catabolisme protéique [94]. La perte de volume ainsi
que la perte de force peuvent s’expliquer par le type de fibres présentes au sein de chaque muscle. Les
muscles sont constitués de fibres musculaires, elles-mémes organisées en myofibrilles qui contiennent
les unités motrices musculaires, a savoir les sarcomeres. Ces sarcomeres sont composés entre autres
de filaments fins d’actine et de filaments épais de myosine qui permettent la contraction musculaire.
Plusieurs isoformes de myosine existent et permettent de distinguer les fibres musculaires entre elles.
On distingue des fibres musculaires rouges, lentes, capillarisées qui entrainent des contractions lentes,
qui sont peu fatigables mais qui développent peu de force et qui expriment des isoformes de myosine
de type lent. Ce sont les fibres de type I oxydatives. D’autres fibres musculaires, blanches, rapides,
non capillarisées entrainent des contractions rapides avec beaucoup de force mais sont rapidement
fatigables. Ce sont les fibres de type II glycolytiques qui expriment des isoformes de myosine de type
rapide. Les fibres de type II se subdivisent en fibres Ila et IIb, les fibres Ila étant des fibres
intermédiaires, plus résistantes a la fatigue musculaire, tandis que les fibres de type IIb sont les fibres
musculaires les plus rapides et les plus fatigables.

De nombreuses données ont été accumulées sur 1’évolution des fibres musculaires au cours des
différentes missions spatiales, lors des différentes études de microgravité simulée ou sur les modeles
animaux. Des données obtenues suite a un vol spatial de 11 jours ont mis en évidence une atteinte de
la section transversale au sein des fibres du muscle vaste latéral, avec une atteinte plus conséquente
des fibres de type IIb par rapport aux fibres de type I, soit une atteinte préférentielle des fibres
musculaires rapides glycolytiques en comparaison de I’atteinte des fibres lentes oxydatives [94, 95].
Les adaptations musculaires causées par les vols spatiaux, ou par les modéles d’études de microgravité
simulée induisent des changements phénotypiques des fibres musculaires lentes résistantes a la fatigue
vers des fibres musculaires rapides plus facilement fatigables [81]. Ainsi, suite a une réduction de
I’utilisation musculaire secondaire a la microgravité, un remodelage musculaire a été constaté chez les
astronautes, lors d’études d’alitement mais aussi de suspension de modeles animaux. Les conditions
microgravitaires implique non seulement une transition des chaines de myosine lentes vers des chaines
de myosine rapides mais également des changements métaboliques dans I’utilisation des substrats
énergétiques au sein des muscles [96] [87]. Les fibres musculaires rapides dépendent en priorité¢ des
stocks énergétiques musculaires de glucides présents sous forme de glycogene. La glycolyse s’avere
trés efficace pour fournir 1’énergie au cours d’activités courtes de haute intensité mais si un effort
soutenu est nécessaire, un profil énergétique favorable a I'utilisation des lipides est préférable. Or, lors
des vols spatiaux les astronautes réalisent des activités extravéhiculaires au cours desquelles ils doivent
fournir et maintenir un effort conséquent pendant plusieurs heures. Dans ces conditions,
I’augmentation de la fatigue musculaire est contreproductive voire dangereuse pour les astronautes et
la mission ; raisons pour lesquelles il est primordial de maintenir les capacités musculaires aussi
fonctionnelles que possible au cours des missions spatiales [96] et pour cela, limiter la transition des
fibres musculaires oxydatives vers des fibres rapides. Pour autant, la microgravité (réelle et simulée)
induit une réduction de la capacité musculaire a oxyder les lipides et une augmentation de 1’utilisation
de substrats énergétiques provenant de la glycolyse a la fois chez I’Homme et le rat [81]. Ainsi des
¢tudes ont démontré une plus grande dépendance énergétique pour le glucose au sein des muscles
atrophiés du fait de I’augmentation de 1’expression d’enzymes glycolytiques aprés un vol spatial [97,
98]. Plus encore, au cours d’études d’alitement, Ferreti et al. Et Hikida et al. ont montré une réduction
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de I’expression d’une enzyme clé de I’oxydation des acides gras, a savoir la 3-hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase au sein du muscle vastus lateralis [99, 100].

Par ailleurs, la microgravité pourrait également avoir pour effet de diminuer le flux sanguin arrivant
aux muscles lors d’un exercice physique. Cette action aurait pour effet d’augmenter les taux
d’hydrolyse de créatine phosphate et d’ATP au sein des muscles et d’augmenter la production d’ADP,
d’AMP et de phosphates inorganiques et induirait également la stimulation de la glycolyse [87]. La
sollicitation accrue de la glycolyse aurait pour effet d’augmenter les taux de production d’acétyl-CoA
et de malonyl-CoA, ce dernier étant connu pour inhiber la carnitine palmytoyltransférase (CPT1), a
savoir I’enzyme responsable de 1’oxydation des longues chaines d’acide gras, ce qui entrainerait une
réduction plus conséquente de I’oxydation des acides gras (Figure 9). Plus encore, les modeles de
microgravité simulée ainsi que les vols spatiaux induisent une réduction de ’activité de ’AMPK,
enzyme clé impliquée dans le contrdle de nombreuses voies métaboliques. Par exemple, une réduction
de lactivité de I’AMPK pourrait réduire I’inactivation de 1’acétyl-CoA carboxylase, entrainant une
surproduction de malonyl-CoA et limiter encore plus 1’oxydation des acides gras [87]. Par ailleurs, au
repos ou apres un exercice physique, la microgravité réduirait la libération des acides gras du tissu
adipeux. Cette réduction de mobilisation empécherait un apport d’acides gras au sein du tissu
musculaire et atténuerait donc 1’oxydation des acides gras.
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Figure 9 : Représentation du métabolisme cellulaire au sein d'un myocyte pour illustrer I’impact de la microgravité.
Sous I’effet d’une stimulation de 1’insuline par la prise d’un repas, le glucose et les acides gras entrent dans le myocyte
par I'intermédiaire du récepteur GLUT4 et CD36 respectivement. Les nutriments sont utilisés au sein de la mitochondrie
pour fournir I’énergie nécessaire aux fonctions du muscle, ce qui entraine une production et une libération de citrate au
niveau du cytosol, ce qui aboutit a une augmentation de la production de malonyl-CoA (M-CoA). Le malonyl-CoA est
un inhibiteur de la carnithine palmytoyltransférase (CPT1), I’enzyme responsable de 1’oxydation des longues chaines
d’acide gras. Cette inhibition a pour conséquence de limiter I’entrée d’acyl-coA au sein de la mitochondrie et ainsi
limiter la B-oxydation. Ce décalage entre l'oxydation et I'absorption entraine un stockage de lipides au sein du muscles
représentés par les IMTG ainsi qu’une augmentation de la production d’intermédiaires lipidiques a potentiel lipotoxique
tels que les diacylglycérols (DAG) ou encore les céramides. Adapté de Corpeleijn et al. (2008).
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De la perturbation de 1’oxydation des substrats énergétiques est associée une accumulation de ces
substrats énergétiques au sein des muscles atrophiés. En particulier, une accumulation de triglycérides
a été mis en évidence au cours d’études de modeles animaux suspendus [101], d’alitement prolongé
[102], ainsi que de vols spatiaux [ 103]. Dans certaines études, ces dépdts lipidiques au sein des muscles
ont été liés a des éveénements lipotoxiques incluant le développement d’une résistance a I’insuline [104,
105]. Toutefois, une récente étude publiée par Dirks et al. a démontré qu’une semaine d’alitement
prolongé conduisait a une atrophie musculaire, une résistance a 1’insuline et une atteinte des capacités
oxydatives musculaires sans pour autant étre médié par des mécanismes d’accumulation lipidique au
sein des muscles, de stress oxydant ou de perturbation micro- ou macro vasculaire [106]. Ainsi, bien
que I’accumulation de différents intermédiaires lipidiques ait été liée au développement d’une
insulino-résistance [104, 105], les résultats ne sont pas unanimes et semblent indiquer 1’implication
d’autres processus pour aboutir au développement d’une résistance a I’insuline.

Des données suggerent également que la transition musculaire des fibres lentes vers les fibres rapides
pourrait étre favorisée par une modification de la disponibilité des substrats énergétiques, en lien
notamment a des changements du métabolisme hépatique. Au cours d’une étude de suspension
animale, une augmentation de 1’activité des enzymes glycolytiques au sein de muscles atrophiés était
associée a une augmentation de la disponibilité du glucose d’origine hépatique. Les résultats sur le
modele animal suggerent alors que 1’augmentation de I’utilisation du glucose au niveau musculaire
pourrait ainsi étre induite par une augmentation de la disponibilité¢ du glucose au niveau hépatique par
la stimulation du mécanisme de néoglucogenése [96].

Il apparait évident qu’un lien existe entre les adaptations qui se mettent en place au niveau du systéme
musculo-squelettique et le métabolisme. I convient donc de s’intéresser aux adaptations énergétiques
et métaboliques engendrées par la microgravité.

3. Balance énergétique et atteintes métaboliques secondaires a 1’exposition a la
microgravité

a. Régulation de la balance énergétique

En situation physiologique, la régulation du poids corporel et de la composition corporelle implique
deux conditions essentielles. En premier lieu, la notion de balance énergétique doit étre appliquée dans
le sens ou I’apport énergétique doit étre équivalent aux dépenses énergétiques d’un individu donné
(Figure 10). Chez I’'Homme les dépenses énergétiques sont d’amplitudes variables mais continues.
Cela suppose une disponibilité ininterrompue de 1’énergie assurée en période inter-prandiale par un
compartiment de réserve énergétique, lui-méme entretenu par des apports réguliers, rythmés par les
repas. L’état de balance énergétique montre des variations au jour le jour mais parait maintenu sur des
périodes allant de plusieurs semaines a plusieurs mois sur des individus ayant un poids stable. Dans
un deuxiéme temps, le maintien du poids et de la composition corporelle est permis si une balance est
respectée pour chacun des substrats énergétiques, a savoir les glucides, les lipides et les protéines.
Ainsi, I’oxydation des carbohydrates, des lipides et des protéines doit étre égale a I’apport individuel
de chacun de ces substrats. [107]. Dans les cas ou ces conditions ne sont pas respectées, la composition
corporelle et a terme le poids des individus s’en trouvent altérés. Plusieurs situations peuvent alors étre
rencontrées.
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Figure 10 : Régulation de la balance énergétique entre les éléments qui composent les apports et les dépenses
énergétiques.

Si I’apport énergétique est supérieur a la dépense énergétique d’un individu, I’exces d’énergie ingéré
est stocké au sein de 1’organisme. Lorsque les apports énergétiques sont supérieurs aux dépenses, une
hiérarchie est constatée entre les différents types de substrats énergétiques. L’alcool est au sommet de
cette hiérarchie oxydative dans la mesure ou il n’y a aucun compartiment de stockage, pour étre
rapidement éliminé compte tenu de sa toxicité. L’ingestion d’alcool stimule immédiatement son
oxydation qui, en retour, diminue voire supprime 1’oxydation des autres macronutriments surtout en
situation de repos ou la demande énergétique totale n’est pas majorée. Ceci aboutit a I’élimination de
I’alcool par voie oxydative dans les 6 heures qui suivent son ingestion. Les glucides occupent la
seconde place dans la hiérarchie. En effet le compartiment de réserves glucidiques (sous forme de
glycogene) est limité (300 g a 600 g au total) répartis entre le foie et les muscles. Dans la hiérarchisation
de I’oxydation des substrats, les protéines sont proches des glucides dans la mesure ou les capacités de
stockage a court terme sous forme d’acides aminés ou de protéines sont également trés limitées. De
cette maniere, tout exces d’apport en protéines mene rapidement a une augmentation de 1’oxydation
des protéines ingérées, ce qui permet un retour a un état de balance protéique. Les lipides occupent la
derniere place dans la hiérarchie oxydative et se distinguent des autres macronutriments par un
compartiment de réserve immense et une quasi absence d’autorégulation entre I’ingestion de lipides et
I’oxydation lipidique. Ainsi, tout exces d’apport lipidique meéne a un stockage au sein de 1’organisme,
particuliérement au sein du tissu adipeux.

Dans le cas ou la dépense énergétique est supérieure aux apports, I’organisme puise son énergie a partir
des stocks lipidiques situées au sein du tissu adipeux, aboutissant a une balance lipidique négative. La
dépense énergétique totale d’un individu dépend de trois composantes. Premiérement, elle est fonction
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du métabolisme de base qui correspond a la dépense énergétique allouée aux fonctions de base de
I’organisme. Deuxiémement, elle dépend de la thermogénése postprandiale (TPP), qui correspond a la
dépense énergétique dédiée a la digestion, 1’assimilation et 1’utilisation des nutriments. Enfin, la
dépense énergétique totale est soumise aux variations de la dépense énergétique liée a 1’activité
physique [108]. Cela concerne aussi bien les activités de la vie quotidienne que les exercices physiques
plus intenses, qu’ils soient sportifs ou non. En effet, au cours d’un mouvement, le travail mécanique
exercé requiert de 1’énergie. La perte d’énergie est due a la fois a la chaleur produite lors de la synthése
d’ATP au sein des mitochondries et a I’hydrolyse de I’ATP au cours des contractions musculaires. Au
sein d’individus de méme poids, la pratique d’activit¢ physique induit une augmentation du
métabolisme de base [109]. Ces changements peuvent étre attribués aux changements de composition
corporelle du fait que des individus sportifs présentent plus de masse maigre métaboliquement active
et moins de masse grasse. Au contraire de la thermogenése postprandiale qui ne représente que 10%
de la dépense énergétique, I’activité physique apparait comme un composant majeur de la dépense
énergétique totale et donc de la balance énergétique.

b. Données issues des vols spatiaux et des études de microgravité simulée

Compte tenu de I’importance de la régulation du métabolisme des substrats et du maintien de la balance
énergétique, les agences spatiales se sont intéressées trés tot a I’impact des vols spatiaux sur la dépense
énergétique et I’oxydation des substrats énergétiques. Au cours des vols spatiaux, les besoins
énergétiques sont les mémes que sur Terre. Pourtant, les astronautes consomment moins de nourriture
que nécessaire pour couvrir leurs besoins énergétiques [108]. Bien que les déficits énergétiques soient
facilement tolérables au cours de missions spatiales de courte durée grace a la disponibilité énergétique
que représente les stocks graisseux, une balance énergétique négative chronique deviendrait
problématique et affecterait la santé et la performance des astronautes en mission (Figure 11) [108].

Space environment
{microgravity)

/ ~ -
Cardiovascular Immuno- Bone loss Muscle Hydro- Impaired Oxidative Impaired
deconditioning deficiency loss elctrolytic wound stress  imermediary
v - . balance healing metabolism
. -

Negative energy
balance

Figure 11 : Adaptations engendrées par une balance énergétique négative au cours d'une exposition a la
microgravité. Adapté de Bergouignan et al. (2016).
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Plusieurs études se sont intéressées a la balance énergétique en situation de microgravité. Au cours
d’une mission spatiale de 1996, le suivi de I’apport nutritionnel et 1’utilisation d’eau doublement
marquée (*H2'®0) pour quantifier la dépense énergétique a permis de mesurer la balance énergétique
des astronautes au cours du vol. Ces derniers se trouvaient en balance énergétique négative (-
l4kcal/kg/j) di a un apport calorique trop faible (24,6 kcal/kg/j) [110]. Les tests réalisés sur les
astronautes a leur retour sur Terre ont pourtant montré une augmentation des dépots de graisse apres
analyse histologique des biopsies musculaires. Une autre mission a plus long terme a bord de la station
spatiale russe, MIR, a également induit une balance énergétique négative des suites de laquelle les
astronautes russes avaient perdu du poids, de la masse grasse et dont les muscles étaient atrophiés.
Bien que la compréhension des raisons pour lesquelles les astronautes se retrouvent en balance
énergétique négative au cours des missions spatiales nécessite de nouvelles études, il est tout de méme
admis que 1’origine de cette balance énergétique négative est due a un apport énergétique trop faible
et/ou a une dépense énergétique trop élevée. De précédentes études ont pu confirmer que les
astronautes ingéraient 25 a 30% moins de nourriture que nécessaire pour parvenir & maintenir un poids
stable [110, 111]. Par ailleurs, I’exercice physique pratiqué a bord pour prévenir les pertes musculaires,
osseuses et cardiovasculaires entretient la balance énergétique négative en augmentant la dépense
énergétique totale. A titre d’exemple, en moyenne, les besoins énergétiques dans 1’espace sont
d’environ 7,5 MJ/jour et 8,5 MJ/jour respectivement pour une femme de 55kg et un homme de 70kg.
L’énergie dépense par les astronautes au cours de la pratique de leur programme d’activité physique
doit également étre pris en compte pour 1’évaluation des besoins énergétiques. Pour autant, il est
extrémement difficile d’évaluer le colit énergétique de I’entrainement physique des astronautes, ce qui
contribue au déficit énergétique constaté en vol. Au-deld des dépenses énergétiques habituelles
rencontrées sur Terre, les astronautes réalisent également des sorties extravéhiculaires qui se révélent
gourmandes en énergie. Ce type d’activité physique a un cout énergétique relatif d’environ 10,5 et
10,9 kJ/kg/h respectivement pour une femme et un homme. Ainsi, dans I’estimation des besoins
énergétiques, la prise en compte de la dépense occasionnée par les sorties extravéhiculaires occasionne
une augmentation de 2,2 et 2,9 MJ/j pour une femme et un homme respectivement. Au total, les besoins
énergétiques des astronautes s’éléveraient a 9,7 MJ/j pour une femme et 11,4 MJ/j pour un homme. En
prenant en compte ces nouvelles données, de nouvelles études ont été conduites récemment afin
d’évaluer les différents composants de la dépense énergétique et mieux estimer les besoins
énergétiques des astronautes en mission a bord de I’ISS [108].

Les études de microgravité simulée ont aussi permis d’évaluer les conséquences des variations de
balance énergétique. Lors d’une étude d’alitement de 5 semaines, Biolo et al. ont étudié I’impact de 5
semaines d’alitement sur 19 participants en situation de balance énergétique positive. Les résultats ont
démontré une perte de poids, une augmentation de la masse grasse ainsi qu’une atrophie musculaire et
une diminution de 1’épaisseur du muscle vaste latéral du quadriceps. Ces adaptations étaient associées
a une activation de I’inflammation et des défenses anti-oxydantes. Lorsque la balance énergétique était
positive mais de facon moindre, les différentes adaptations induites par 1’alitement étaient toujours
présentes mais atténuées [112]. D’autres études ont également constaté une augmentation de la masse
grasse en parall¢le du catabolisme de la masse maigre lorsque 1’apport nutritionnel n’était pas controlé
en situation d’inactivité physique (alitement). Plus encore, au cours d’une étude d’alitement prolongé
de 42 jours au cours de laquelle les volontaires étaient a 1’équilibre énergétique, Blanc et al. ont montré
une perte de poids des volontaires, accompagné d’une réduction de la dépense énergétique totale due
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a ’inactivité physique, une perte de masse maigre au sein des membres inactifs (les jambes et le tronc)
tandis que la masse grasse €tait maintenue au cours de I’alitement. Ainsi, le maintien de la balance
énergétique ne permettait pas d’expliquer la perte de poids des volontaires ce qui a permis de révéler
I’action d’un stress métabolique [113]. En situation de balance énergétique, une autre étude d’alitement
prolongé de 42 jours a induit une réduction de 1’oxydation des lipides au profit de 1’oxydation des
glucides tout en entrainant une perte de masse maigre et une augmentation de la masse grasse [102].

c. Corrélat entre microgravité et sédentarité

Dans nos sociétés occidentales, I’inactivité physique (absence d’activité physique ou niveau d’activité
physique en-dessous des recommandations actuelles) [114], la généralisation d’un comportement
sédentaire (absence de mouvements et station assise prolongée) et des habitudes alimentaires dirigés
vers des repas trop gras, trop sucrés, entre autres, sont, pour beaucoup, les nouvelles références de vie.
Cette évolution est pourtant en décalage avec I’histoire de notre évolution et la pratique d’activité
physique au sein des populations est bien en-deca des recommandations émises par les différents
organismes de santé. Cet état des lieux est encore plus alarmant lorsque 1’on sait que la sédentarité et
I’inactivité physique ont des conséquences délétéres sur notre santé, et contribuent a expliquer
I’augmentation du nombre de diabétiques dans le monde. De nombreuses études suggerent que
I’inactivité physique est une des causes du développement de maladies métaboliques chroniques
comme 1’obésité, la résistance a I’insuline, le diabéte de type II ou encore I’hypertension. A titre de
comparaison, le taux de mortalité di a I’inactivité physique s’éléve a plus de 5 millions de personnes
en 2017, faisant de I’inactivité physique, la quatriéme cause de mortalité dans le monde. Les chiffres
parus récemment prévoient encore une hausse pour les années a venir.

Au cours des vols spatiaux, les adaptations physiologiques en vol impliquent des adaptations
métaboliques qui sont au moins partiellement associées a I’inactivité physique. Comme nous 1’avons
vu, les adaptations métaboliques rencontrées en vol sont bien reproduites au cours des études de
microgravité simulée, plus particulierement lors des études d’alitement prolongé. Ces études
représentent ainsi un moyen unique d’étudier les mécanismes par lesquels l'inactivité physique mene
au développement des maladies chroniques actuelles de la société [115]. Le niveau d’activité physique
rencontré au cours des études d’alitement prolongé avoisine le niveau d’activité physique (PAL)
d’individus peu actifs et sédentaires (PAL ~ 1,4 — 1,5), notamment du fait des petits mouvements
réalisés lors de I’alitement. De ce fait, I’étude d’une population d’individus sédentaires et inactifs
permet également de suivre les adaptations métaboliques et fonctionnelles engendrées par I’inactivité
physique. Des études se sont d’ailleurs intéressées aux effets d’un jour de sédentarité sur 1’action de
I’insuline. Bien que 1’insulino-résistance soit connu comme un des premiers marqueurs dans le
développement du diabéte de type 11, Stephens et al. ont contribué¢ a démontrer I’impact de 1’inactivité
physique dans I’étiologie de la résistance a I’insuline [116]. L’insulino-résistance est d’ailleurs
considérée comme le lien unique le plus probable parmi de nombreux facteurs de risque
cardiométaboliques connus sous le nom de syndrome métabolique liant 1'obésité, le diabéte de type 2
et les maladies cardiovasculaires [117, 118].

L’inflexibilité métabolique est également une caractéristique métabolique observée chez les personnes
atteintes de maladies métaboliques chroniques telles que 1’obésité [119, 120], I’insulino-résistance
[121, 122], et le diabéte de type IT [123-125].
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d. Les différentes atteintes métaboliques
1. Résistance a I’insuline

De nombreuses études d’alitement de durées différentes ont montré une réduction de la sensibilité a
I’insuline au cours de I’alitement [126-134]. En particulier, les études ont ét¢é menées afin de
comprendre les mécanismes qui induisaient une réduction de la réponse a I’insuline au sein des organes
les plus sensibles a cette hormone, a savoir, les muscles, le tissu adipeux et le foie. Lors d’une étude
d’alitement de 7 jours, Mikines et al. ont ainsi montré une réduction de 1’action de I’insuline au niveau
musculaire avec une baisse de 1’absorption musculaire du glucose et une réduction du stockage sous
forme de glycogéne [135, 136]. Tabata et al. ont quant a eux démontré une réduction de 16% dans
I’expression du transporteur musculaire du glucose (GLUT4) lors d’une étude d’alitement de 20 jours,
témoignant du développement d’une résistance a I’insuline au niveau musculaire [137]. Grace a
I’utilisation d’isotopes stables pour suivre le métabolisme du glucose (endogene et exogéne), Blanc et
al. ont mis en évidence le développement d’une résistance a I’insuline au niveau musculaire chez les
hommes et le développement d’une insulino-résistance au niveau musculaire et hépatique chez les
femmes au cours d’une étude d’alitement de 7 jours [138]. Cette étude a ainsi mis en évidence un effet
lié au sexe concernant la sensibilité a I’insuline au cours d’un alitement prolongé et a mis en évidence
une insulino-résistance hépatique, au moins chez les femmes.

De méme aprés alitement, les volontaires de cette étude montraient une réduction du taux d’acides gras
plasmatiques a jeun et une augmentation du taux d’insuline. En revanche, I’inactivité physique causée
par 7 jours d’alitement n’a pas réduit la sensibilité a I’insuline au sein du tissu adipeux. D’autres études
d’alitement ont associé la résistance a l’insuline a une réduction de la lipolyse chez I’homme.
Cependant, certaines études menées par le passé ne prenaient pas en considération le controle du
régime alimentaire des volontaires au cours des études, ce qui peut avoir masqué les réels effets causés
par I’alitement. Par exemple, en cas de balance énergétique positive, les effets de 1’inactivité physique
causés par ’alitement peuvent étre exagérés. D’autres études ont en revanche controlé le régime
alimentaire des volontaires au cours de 1’alitement. Dans ces conditions, Bergouignan et al. ont ainsi
démontré que I’inactivité physique menait au développement d’une résistance a I’insuline aprés un
repas (situation postprandiale) ou a distance du dernier repas (condition postabsorptive) [139, 140].
Des publications ont également étudié¢ I’impact de 1’alitement / I’inactivité physique en fonction d’une
éventuelle susceptibilité génétique individuelle en comparant I’impact d’un alitement de 9-10 jours
entre des individus sains, des individus nés d’un parent diabétique et des individus non diabétiques
mais a risque. Sonne et al. ont ainsi noté une réduction de la sensibilit¢ a I’insuline au niveau
musculaire et plasmatique au sein du groupe d’individus sains et a risque. Une réduction de la
sensibilité¢ a 1’insuline au niveau hépatique a également ét¢ démontrée mais uniquement au sein du
groupe qui montrait des prédispositions au diabéte [141].

L’ensemble de ces études d’alitement confirment que la microgravité simulée (I’inactivité¢ physique)
engendre une réduction de la sensibilité a 1’insuline associée au développement d’une résistance a
I’insuline au niveau musculaire et plasmatique, prédisposant au diabéte de type II. Au-dela de la
microgravité, le diabéte de type Il dépend également de prédispositions génétiques. Des publications
récentes ont ainsi mis en évidence six régions impliqués dans 1’étiologie du diabete de type 1. Au total,
11 régions génomiques ont pu étre identifiées pour altérer le risque de diabete de type II. Parmi ces
régions, le géne associé a la masse grasse et a 1’obésité, appelé FTO, prédispose au diabéte de type 11
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en altérant I’indice de masse corporelle (IMC) [142]. Ces résultats ont également été mis en évidence
a travers une autre étude qui a décrit une association entre le géne FTO, I'IMC et le risque d’obésité
au sein de la population [143].

D’un point de vue mécanistique, le transport du glucose est régi par la voie métabolique de I’insuline
et implique différentes protéines. Tout d’abord, I’insuline se fixe et active la sous-unité 3 de son
récepteur ce qui entraine la phosphorylation d’IRS-1. Ce dernier interagit ensuite avec la sous unité
p85 de la kinase PI3K. La molécule PI3K active une kinase qui permet de réguler la kinase Akt et
permet la translocation du récepteur GLUT-4 au niveau de la membrane pour faciliter le transport du
glucose par diffusion [115].

Les ¢études d’alitement et les modéles d’études animaux ont permis de mettre en évidence les voies
métaboliques impliquées dans la résistance a I’insuline. O’keefe et al. ont montré par I’intermédiaire
d’un modg¢le de rats suspendus, une réduction de la tolérance au glucose et de I’absorption du glucose
musculaire suite a un jour de suspension. Le développement de cette résistance a I’insuline était di a
des changements de phosphorylation de la molécule p38-MAPK [144]. Apres 3 a 7 jours de
suspension, une insulino-résistance a également été observée mais celle-ci était associée a une
augmentation de la voie métabolique de 1’insuline via la stimulation de IRS-1 et PI3K ainsi qu’une
diminution de I‘expression de la voie P38-MAPK. Ces données suggérent que d’autres mécanismes
pourraient réguler I’adaptation a la suspension.

Des ¢études d’alitement prolongé ont également permis de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans le développement de la résistance a I’insuline en utilisant des puces a ADN. Dans ces
¢tudes 1’alitement a induit une sous-régulation de 34 voies métaboliques, pour la plupart impliquées
dans les fonctions mitochondriales tels que PGCla, OXPHOS responsable de la phosphorylation
oxydative, suggérant une réduction des capacités oxydatives. De méme, les puces a ADN ont permis
de montrer la sous-expression de genes comme VEGFA et hexokinase 2 et une surexpression de
RRAD, ces deux derniers étant la source d’altérations transcriptionnelles les plus marquées au sein de
muscles squelettiques de patients diabétiques, contribuant aux perturbations du transport du glucose et
de la réponse a I’insuline. Ainsi, les altérations remarquées dans I’expression des génes hexokinase 2
et RRAD suite a I’alitement prolongé démontrent que 1’inactivité physique entraine des altérations
communes a celles présentes au sein de patients atteints de diabete de type II. Par ailleurs, Alibegovic
et al. ont observé une augmentation de I’expression de génes impliqués dans 1’inflammation et le stress
du réticulum endoplasmique en réponse a la stimulation a I’insuline au cours de 1’alitement [145].
D’autres auteurs ont ¢galement montré une surexpression de marqueurs pro-inflammatoires [112, 132]
et du stress oxydant [146]. Or, I’inflammation et le stress oxydant sont des facteurs qui ont un impact
négatif sur la sensibilité a ’insuline et sont autant de voies métaboliques a étudier en lien avec le
développement d’insulino-résistance.
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ii.  Développement d’une hypertriglycéridémie

La résistance a I’insuline développée au cours des études d’alitement s’accompagne du développement
d’une hypertriglycéridémie [115, 138-140], tant a jeun qu’en situation postprandiale [130]. En théorie
ce phénoméne peut s’expliquer de 3 fagons : une augmentation de la lipolyse au sein du tissu adipeux,
une réduction de la clairance des acides gras plasmatiques ou une combinaison des deux situations
précédentes. Or, plusieurs études antérieures ont montré que I’alitement prolongé induisait plutot une
réduction de la lipolyse [147]. Une autre étude menée par Hojberre et al. ont étudié I’évolution de
I’absorption du glucose et de la lipolyse dans le tissu adipeux abdominal et fémoral a partir de
microdialyses réalisées sur un groupe d’individus sains et un groupe composé de descendants de
patients atteints de diabéte de type II. Apres 10 jours d’alitement, une réduction de la lipolyse et une
augmentation de 1’absorption du glucose ont été constatées au niveau du tissu adipeux fémoral dans
les deux groupes, tandis que 1’absorption du glucose au sein du tissu adipeux abdominal n’a augmenté
qu’au sein du groupe controle (individus sains). Sur la base de ces résultats les auteurs ont conclu que
I’inactivité physique était préjudiciable aux deux groupes et qu’elle tendait a atténuer la différence de
captation du glucose qui était présente a la base entre les deux groupes [148]. Ainsi,
I’hypertriglycéridémie induite par I’alitement ne semble pas étre due a une augmentation de la lipolyse
mais bien a une réduction de I’absorption des acides gras plasmatiques.

Bergouignan et al. ont également étudié I’absorption de lipides au sein des tissus périphériques en
suivant les voies métaboliques des acides gras plasmatiques issus de I’alimentation via 1’utilisation de
traceurs isotopiques. Apreés deux mois d’alitement, le taux de relargage des NEFA aprés hydrolyse des
lipoprotéines (chylomicrons et VLDL) était augmenté [115]. L’augmentation des NEFA plasmatiques
suggere que les NEFA ne sont plus captés de la méme manicre par les tissus périphériques, ce qui
serait en partie expliqué par une diminution de 1’expression des génes LPL et FAT/CD36 qui codent
pour la lipoprotéine lipase et du récepteur CD36 qui permet ’internalisation d’acides gras dans les
cellules.

Des études de suspension sur le modele animal ont montré que 11 heures a 11 jours d’inactivité
entrainait une réduction de 80% de ’activité¢ de la molécule LPL au sein des muscles, témoignant
encore d’une réduction de 1’absorption des lipides par les muscles en situation d’inactivité [149-151].
D’autres ont suivi I’évolution du métabolisme lipidique au cours d’un protocole d’activité physique de
21 jours suivi d’une période d’arrét d’activité. Apres 53 heures d’arrét d’activité, les auteurs ont
constaté une augmentation de 25 a 48% du poids de la graisse épididymaire et omentale. De méme
I’incorporation de palmitate au sein des triglycérides était augmentée conjointement a 1’augmentation
d’expression de la molécule mGPAT, molécule régulatrice de la synthése des triglycérides [ 150, 151].
L’ensemble des données collectées a partir des études d’alitement prolongé et de modeles animaux,
démontrent donc que I’inactivité physique induit un détournement du devenir des acides gras, qui, au
lieu d’étre dirigés vers les muscles, sont stockés au niveau du tissu adipeux.
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iii.  Réduction de I’oxydation des lipides et stockage ectopique musculaire

L’oxydation des substrats énergétiques en condition physiologique dépend du type et de la quantité
des substrats disponibles au niveau cellulaire. Afin de déterminer a partir de quelle source énergétique,
un individu puise son énergie, le quotient respiratoire (QR) ou quotient respiratoire non protéique
(QRNP) est utilisé. Lors d’études d’alitement, des changements d’utilisation des ressources
énergétiques ont été constatés avec une oxydation majoritaire de glucides au détriment de 1’oxydation
des lipides a jeun indépendamment de la balance énergétique. De méme, des études témoignent d’une
incapacité des sujets a utiliser les glucides suite a I’ingestion d’un repas [115]. Au-dela, les résultats
démontrent également une atrophie musculaire et induisent donc des changements de masse
métaboliquement active, a savoir la masse maigre, qui impacte également I’oxydation des substrats
énergétiques.

Les ¢tudes montrent des variations de la valeur du QRNP de I’ordre de 4 a 14% en fonction de la durée
de I’alitement [ 139, 140, 152]. Trois mois d’alitement ont induit une réduction de 37% de I’oxydation
lipidique et une augmentation de 21% de 1’oxydation des glucides en situation postabsorptive. En
revanche, en situation postprandiale, 1’alitement induit une réduction de 40% de 1’oxydation lipidique
et ’augmentation de 1’oxydation glucidique de 6% [139]. Plus particulierement, il est établi que
I’oxydation des substrats énergétiques ne dépend pas seulement du type de substrats énergétiques mais
¢galement de la classe de nutriments dans chaque catégorie de substrats énergétiques. Par exemple,
I’oxydation lipidique dépend de la longueur de la chaine d’acide gras et du taux de
saturation/insaturation des acides gras consommés par un individu. Ainsi, la consommation d’acides
gras a chaine courte et/ou d’acides gras disposant d’un grand nombre d’insaturation permettent une
meilleure oxydation lipidique [153]. Grace a I’utilisation d’acides gras marqués avec des isotopes
stables, il a été mis en évidence que ’inactivité physique induit une oxydation différente selon qu’il
s’agit d’acides gras saturés ou insaturés. Bergouignan et al. ont montré que I’inactivité physique
secondaire a un alitement prolongé induisait une réduction de 1I’oxydation des acides gras saturés (en
I’occurrence du palmitate). Ces derniers se retrouvaient alors incorporés au sein des lipides
intramusculaires [140]. Au niveau moléculaire les raisons de ce devenir métabolique peuvent étre
expliquées en partie par des modulations de I’activité de la carnityl palmiotyl-transférase (CPT-1) et
de mtGPAT qui régulent respectivement 1’entrée d’acides gras dans la mitochondrie, ainsi que
I’oxydation lipidique et la synthése de triglycérides (Figure 9). Ces deux molécules sont situées sur la
membrane externe mitochondriale ce qui permet une régulation fine entre dégradation et synthése
d’acides gras au niveau hépatique et musculaire. Leur action est soumise au contrdle de I’AMPK, elle-
méme influencée par I’activité physique. L’AMPK est ainsi stimulée par 1’exercice et inhibée par
I’inactivité physique. Une stimulation de I’AMPK réduit la concentration de malonyl-CoA, qui elle-
méme induit une réduction de I’inhibition de CPT1 et donc une augmentation de 1’oxydation lipidique.
En paralléle, I’AMPK inactive mtGPAT et induit une réduction de la synthése de triglycérides. Dans
le cas d’une diminution d’AMPK, une réduction de ’oxydation lipidique est donc observée. Or
mtGPAT a une affinité plus élevée pour les acides gras saturés que pour les acides gras insaturés. De
ce fait, il parait plausible que cette voie métabolique soit une bonne candidate pour expliquer les
différences d’oxydation lipidique entre acides gras saturés et insaturés [115].

Bien que les changements d’oxydation de substrats au cours de 1’alitement soient indépendants de
I’atrophie musculaire et des variations de la masse grasse et de la masse maigre au cours de I’alitement,
les adaptations d’oxydation de substrats peuvent néanmoins étre liés aux changements de type de fibres
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musculaires au cours de I’alitement. Comme précisé précédemment, les adaptations a la microgravité
réelle ou simulée induisent en effet des adaptations au niveau musculaire. Ainsi, une augmentation des
fibres musculaires glycolytiques au profit des fibres musculaires oxydatives est constatée au cours des
¢tudes de microgravité ou en cas d’inactivité physique [154]. Or, les fibres musculaires glycolytiques
disposent de taux d’oxydation d’acide gras plus faible en comparaison des fibres musculaires
oxydatives, notamment du fait d’une densité mitochondriale et d’une activité des enzymes oxydatives
plus conséquente. Ainsi, le changement de type de fibres musculaires pourrait expliquer la réduction
d’oxydation lipidique en situation de microgravité réelle, simulée ou en cas d’inactivité physique mais
ce n’est pas la seule explication. Des études sur des modeles de rats suspendus ont par exemple montré
une augmentation des capacités glycolytiques au sein des muscles atrophiés aprés quelques semaines
de suspension, du fait d’une augmentation de I’expression génique de trois enzymes clés de la
glycolyse, a savoir I’hexokinase, la phosphofructokinase et la pyruvate kinase. Au contraire, une
réduction de I’expression d’enzymes impliquées dans la béta-oxydation indiquait une réduction de la
capacit¢ a oxyder des lipides au sein des muscles des animaux suspendus [155]. Au-dela des
changements au sein des voies métaboliques glycolytiques et oxydatives musculaires, une étude
complémentaire sur un modele de rats suspendus a également montré une augmentation des capacités
de la néoglucogénese au sein du foie des animaux suspendus. Ce phénoméne pourrait contribuer a
expliquer I’utilisation préférentielle des glucides au niveau musculaire [156]. Dans une autre étude
menée sur des rats naturellement gras (Otsuka Long-Evans Tokushima) ayant un accés libre de 16
semaines a des cages comprenant des roues (et donc la pratique d’une activité physique), suivi d’une
transition sédentaire allant de 5 heures a 173 heures, les auteurs ont observé d’une part une réduction
de I’oxydation lipidique, et d’autre part, une réduction des capacités oxydatives mitochondriales. Ces
modifications s’accompagnaient d’une augmentation de I’expression des protéines hépatiques,
notamment de 1’acide gras synthase et de I’acétyl Coenzyme A carboxylase (ACC), mais aussi d’une
réduction de la phosphorylation de I’ACC et d’une augmentation de la concentration du malonyl-CoA
d’origine hépatique [157]. Ainsi, cette étude indique que des altérations similaires ont lieu au sein des
muscles et au sein du foie. Il semblerait ainsi que 1’augmentation de la disponibilité des glucides
induise une augmentation de la concentration de malonyl-CoA, responsable d’une inhibition de CPT-
1 et secondairement d’une réduction de I’entrée des acides gras au sein des mitochondries et donc de
I’oxydation lipidique. Cette réduction de I’oxydation lipidique induit par la suite une accumulation
d’acides gras au niveau musculaire et au niveau hépatique et meéne alors a une situation de stockage
ectopique de lipides qui altére les fonctions des organes. Au niveau musculaire, le dépdt d’acides gras
(lipides intramusculaires) se fait sous la forme de triacylglycérol, de diacylglycérol ou encore de
céramides. Des publications font d’ailleurs état de 1’implication des différentes formes de lipides
intramusculaires dans les altérations de la sensibilité a 1’insuline. Au sein de ces études, les lipides
intramusculaires sont corrélés avec la sévérité de I’insulino-résistance. La production de céramides
(sphingolipides dérivés du palmitate) issus de la réaction entre une sérine et un palmitoyl-CoA,
permettent la formation, et sont formées a partir de la décomposition des sphyngomyélines. Or la
concentration de sphyngomyélines dans le tissu adipeux et le plasma est associée a I’obésité. Des
cytokines telles que le TNFo sont d’ailleurs connues pour augmenter la décomposition des
sphyngomy¢lines et donc pour augmenter la concentration des céramides [130]. Comme vu
précédemment, I’inflammation joue un réle dans I’insulino-résistance et cette voie métabolique en est
un parfait exemple. Au-dela des céramides, il a également ét¢ démontré qu’une accumulation de
diacylglycérol, provenant d’une augmentation de la disponibilité d’Acyl-CoA, en particulier a partir
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du palmitate, affecte I'absorption de glucose stimulée par l'insuline au sein de cultures de myocytes
primaires [158]. D’un point de vue mécanistique, la présence de diacylglycérol active différents
isoformes de la protéine kinase C ce qui induit une inhibition de la translocation du transporteur du
glucose et meéne donc a une altération de ’action de 1’insuline et conduit a terme au développement
d’une insulino-résistance. Une autre étude menée par Shulman et al. a montré que la phosphorylation
du ligand IRS et I’activation des isoformes de protéine kinase C induisent une inhibition de la kinase
PI3K, réduisant ainsi la stimulation du transport du glucose et menant également a une insulino-
résistance [159]. Ces données indiquent que les triglycérides ne sont pas majoritairement responsables
de I’insulino-résistance médiés par les lipides au sein des muscles squelettiques. Cependant, les
métabolites lipidiques tels que les longues chaines d’acyl CoA, les diacylglycérols ou encore les
céramides, qui se retrouvent en nombre en cas d’augmentation de lipides intramusculaires, paraissent
étre des effecteurs du développement de I’insulino-résistance et d’une inflexibilité métabolique.

iv. Stockage ectopique de lipides et impact hépatique

Sur la base des résultats présentés auparavant, il apparait que 1’insulino-résistance et la réduction de
I’oxydation lipidique au sein des muscles squelettiques induisent une hypertriglycéridémie. Ces
adaptations empéchent I’absorption des lipides par les muscles qui seront donc stockés au sein du tissu
adipeux mais également au sein d’autres tissus, menant alors a un stockage dit ectopique, notamment
au niveau du foie. Ce dernier est entre autres 1’organe qui permet la production endogene de glucose.
Il est également un site privilégié pour 1’oxydation et I’estérification des acides gras ; il est aussi
responsable de 1’absorption et du stockage du glucose ou encore de la clairance de 1’insuline [160].
Ces fonctions font de lui un organe majeur dans la régulation du métabolisme. Ainsi, sa détérioration
peut induire des conséquences métaboliques et fonctionnelles importantes. A la différence d’une
situation normale dans laquelle ’insuline supprime la production de glucose via I’inhibition de la
glycogénolyse et la néoglycogénolyse hépatique, la suppression de la néoglucogenese est altérée chez
les individus insulino-résistants, favorisant un état d’hyperglycémie systémique. En parall¢le, chez ces
sujets, la lipogenese de novo est maintenue voire augmentée, ce qui entretient 1’hypertriglycéridémie
[160].

De nombreuses publications ont effectivement noté le développement d’un stockage ectopique de
lipides et des altérations hépatiques en situation d’inactivité physique provoquée, de microgravité
réelle, de microgravité simulée ou encore sur des modeles d’animaux suspendus. Stettler et al. ont ainsi
montré, au cours d’une étude d’alitement de seulement deux jours, une élévation des lipides
intramusculaires a la suite d’un régime alimentaire riche en sucres et riche en graisses saturées.
Toutefois, le régime alimentaire riche en graisses saturées induisait une augmentation plus importante
des taux de lipides intramusculaires (32% contre 17%) [161]. Deux jours d’alitement n’ont pas été
suffisants pour observer une relation entre les lipides intramusculaires et I’insulino-résistance. De leur
coté, Cree et al. ont rapporté une corrélation négative entre le taux de lipides intramusculaires et la
réduction de I’absorption du glucose apreés 28 jours d’alitement [127]. Ces résultats indiquent donc
I’établissement d’un stockage ectopique de lipides au sein des muscles squelettiques. De la méme
manicre un stockage ectopique de lipides a été¢ constaté au sein méme des fibres musculaires et au
niveau de la moelle osseuse [162].
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Des données sur différents modéles animaux suggérent également le développement d’un stockage
ectopique de lipides au niveau du foie en réponse a une suspension [156] ou a un arrét d’exercices
physiques [157] jusqu’a provoquer le développement d’une stéatose hépatique. Au sein de ce modele
animal, I’activité physique permettait de maintenir le poids, la sensibilité a 1’insuline de ces animaux,
tout en prévenant le développement d’un diabéte de type II et permettait de réduire la stéatose
hépatique en augmentant I’oxydation lipidique hépatique et en réduisant I’activité de protéines
impliquées dans la de novo lipogenése telles que 1’acétyl-CoA carboxylase ou encore 1’acide gras
synthase [163]. En revanche, I’arrét de la pratique d’activité physique au sein de cette population de
rats a induit une réduction de 1’oxydation lipidique et une augmentation de 1’activité des enzymes clés
impliquées dans la synthése des acide gras (ACC et FAS). Les taux de malonyl-CoA étaient également
augmentés suite & I’arrét de 1’activité physique. A noter que les animaux les plus inactifs montraient
les atteintes les plus importantes. De ce fait, I’inactivité physique et 1’arrét d’activité physique activent
des précurseurs liés au développement d’une stéatose hépatique au moins chez 1’animal [157]. Une
autre étude menée sur un modele de rats suspendus a cherché a déterminer I’impact de la suspension /
de I’inactivité physique sur les muscles squelettiques et sur le foie. Pour cela, les auteurs ont réalisé
une combinaison de tests enzymatiques et d’analyses d’expression d’ARNm par ’intermédiaire de
micropuces ARNm. Les auteurs ont montré que la suspension induisait une augmentation de
I’expression de genes impliqués dans la production de substrats énergétiques et de leur utilisation,
notamment dans la néoglucogeneése et la lipogenése. En particulier, I’expression d’ARNm codant pour
des enzymes impliquées dans la régulation de la synthése d’acide gras telles que la pyruvate
carboxylase, ’ATP citrate lyase ou encore ’acide gras synthétase était augmentée. L’expression
d’ARNm codant pour le pyruvate carboxylase, la phosphoénolpyruvate carboxykinase ainsi que la
glucose-6-phosphatase, enzymes impliquées dans la voie métabolique de la néoglucogenese, était
¢galement augmentée. Les analyses d’activités enzymatiques de ces molécules étaient en adéquation
avec I’augmentation de I’expression des ARNm. L’augmentation de la disponibilité des glucides
d’origine hépatique est a mettre en parallele avec I’augmentation de 1’utilisation de ces derniers par les
muscles squelettiques atrophiés [156].

Différentes études chez I’ Homme ont également montré le développement d’un stockage ectopique et
des conséquences métaboliques et fonctionnelles au niveau du foie. Au cours de trois études
d’alitement prolongé de 42, 60 et 90 jours, menées sur des hommes et femmes, une augmentation des
taux d’enzymes hépatiques a été observée. En particulier, les auteurs ont remarqué une augmentation
de 50% des taux d’aspartate aminotransférase (AST) et d’alanine aminotransférase (ALT). Or des
¢tudes épidémiologiques ont montré qu’une élévation du taux de ces transaminases était associée a
une augmentation du risque de stéatose hépatique et de diabéte de type II, et ce indépendamment des
facteurs de risques classiques, d’un syndrome métabolique ou des taux de protéine C-réactive [164].
Rudwill et al. ont examiné au cours d’une étude d’alitement de 60 jours les changements des
concentrations plasmatiques de quatre marqueurs hépatiques connus pour étre associés au
développement d’une stéatose hépatique ou a une atteinte plus sévere du foie [ 165] a savoir ’aspartate
(AST) et I’alanine (ALT) aminotransférases, la cytokératine-18 (CK18), marqueurs et prédicteurs de
la stéatose hépatique [166, 167], 1’angiopoiétine-3, une protéine plasmatique dérivée du foie qui
module la clairance plasmatique des triglycérides [168] et qui augmente dans des cas séveres de
stéatohépatite [169]) ainsi que deux index prédicteurs de détermination de stéatose hépatique non-
alcoolique I’index AAC et I’index CHA. L’index AAC est I’acronyme pour AST, ALT et CK18 tandis
que I’'index CHA est I’acronyme pour CK18, HOMA-IR et AST. Il est a noter que I’index CHA, via
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I’intégration du HOMA-IR prend en compte la notion d’insulino-résistance. Les résultats de cette étude
montrent que 1’alitement induit une augmentation de la concentration des 4 marqueurs hépatiques des
deux index de stéato-hépatite, avec une corrélation positive entre 1’élévation de la concentration des
triglycérides plasmatiques a jeun d’une part, le taux de transaminases AST et les index AAC et CHA
d’autre part. Ces données associées a 1’observation, chez les mémes sujets, d’un stockage ectopique
au niveau de la moelle osseuse [162] et au niveau des muscles squelettiques [140], viennent compléter
I’idée selon laquelle I’alitement (I’inactivité physique) induit un stockage ectopique de lipides
généralisé [165].

L’ensemble des études citées ci-dessus suggere que 1’inactivité physique entraine, indépendamment
de changements de balance énergétique, une réduction de la capacité a utiliser les lipides comme
substrats énergétiques, une atrophie musculaire, un changement de types de fibres musculaires au
profit des fibres musculaires rapides et glycolytiques, une résistance a 1’insuline, une
hypertriglycéridémie et un stockage ectopique de lipides. Ainsi, une hypothése a pu étre posée afin
d’expliquer la cascade d’événements qui mene aux altérations métaboliques induites par 1'inactivité
physique et a I’inflexibilité¢ métabolique (Figure 8). Selon cette hypothése, ’inactivité physique induite
par I’alitement prolongé méne au développement d’un résistance a 1’insuline qui nécessite une réponse
hyper insulinémique pour assimiler correctement le glucose en situation postprandiale. En parall¢le,
I’inactivité physique induit un changement de types de fibres musculaires au profit des fibres
musculaires rapides, hautement fatigables et glycolytiques. De ce fait, les muscles augmentent
I’absorption et I’oxydation de glucose par des voies insulino-indépendantes, inhibant alors I’absorption
et ’oxydation des acides gras au niveau musculaire et créant ainsi une ¢lévation de la lipémie. Une
hyperlipémie est alors constatée a jeun mais également apres l’ingestion d’un repas due a une
diminution de la clairance des lipides provenant de 1‘alimentation. L’augmentation du flux de lipides
dans le sang entraine également une augmentation de la quantité de lipides qui arrive aux organes, ce
qui induit le développement d’un stockage ectopique de lipides au niveau de ces organes ainsi que des
conséquences sur la sensibilité a ’insuline. En particulier, le foie, qui dispose d’une susceptibilité a
I’hyper-insulinémie, augmente sa synthése et son stockage lipidique jusqu’a dépasser ses propres
capacités d’oxydation. Cette situation a pour conséquence le développement d’une stéatose hépatique.
Avec une réduction des capacités oxydatives hépatique, une augmentation du taux de production de
VLDL est constatée au niveau du foie. Ces VLDL sont alors particulierement chargés en acides gras
libres provenant de 1’alimentation ainsi qu’en triglycérides issus de la néolipogénése, ce qui entretient
I’hyperlipémie et le stockage ectopique de lipides. Simultanément, le foie devient également insulino-
résistant, incapable de supprimer la production de glucose, ce qui induit une augmentation de la
néoglucogenese et de I’hyper-insulinémie [115]. Au-dela de I’impact sur les muscles et le foie, d’autres
organes peuvent également étre impactés tels que les os, le pancréas, le cceur. Cette cascade
d’éveénements mene ainsi a I’établissement d’un état d’inflexibilité métabolique qui peut également
évoluer et entrainer le développement d’un syndrome métabolique induit par 1’inactivité physique.

Au cours de nombreuses études réalisées en situation d’inactivité physique, notamment grace a
I’utilisation du modele d’alitement prolongg, les recherches au sein de notre laboratoire ont également
pu mettre en évidence que I’inactivité physique, indépendamment de tout changement de balance
énergétique, induisait le développement d’insulino-résistance [113, 152, 170], une hyperlipidémie
mais aussi une altération du devenir des lipides, des changements dans les sources d’énergie oxydées
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[139, 140, 152] et le développement d’un stockage ectopique de lipides [106]. Ensemble, ces
modifications caractérisent 1’établissement d’une inflexibilité métabolique, définie ci-apres.

e. Définition de I’inflexibilité / flexibilité métabolique

Pendant de nombreuses années, les chercheurs ont étudié la physiopathologie de 1’obésité et des
maladies métaboliques qui lui sont associées en se concentrant sur les principales voies métaboliques
impliquées dans la régulation du métabolisme. Les études incluaient des mesures d’absorption du
glucose par les tissus périphériques, des mesures de glycolyse, de synthése de glycogéne au sein des
muscles squelettiques et du foie, des mesures d’absorption et d’oxydation d’acide gras au sein des
mitochondries ou encore des mesures de I’oxydation lipidique totale dans différentes conditions
métaboliques (a jeun, postprandial, a D’exercice). Les scientifiques ont ainsi utilis¢ différents
paradigmes pour créer des conditions métaboliques hautement contrélées permettant de comprendre
le role indépendant de chaque voie dans 1'étiologie et le développement des maladies métaboliques.
Bien qu'informatives, ces études fournissent une vision limitée de la régulation holistique du
métabolisme. En effet, la régulation de I'homéostasie énergétique est interconnectée et nécessite
l'intégration d'une multitude de régulateurs et d'effecteurs métaboliques extrinséques et intrinséques.
Dans cette optique, le concept de la flexibilit¢ métabolique est puissant car il représente un ensemble
au sein duquel les changements d'oxydation des substrats énergétiques peuvent étre examinés en regard
des changements de disponibilité des substrats, et ce en fonction de 1'apport alimentaire, de la demande
énergétique ou des processus métaboliques périphériques. Il s'agit donc d'une évaluation intégrée de
l'interaction entre les facteurs environnementaux (alimentation, activité physique, autres) et la
régulation du métabolisme (organisme) [171].

La caractérisation de la flexibilit¢é métabolique n’est cependant pas clairement établie. Plusieurs
définitions de la flexibilité métabolique sont retrouvées dans la littérature et il n’y a pas de méthode
standard pour la mettre en évidence. Pour autant, la flexibilité métabolique peut s’expliquer par la
capacité d’ajuster 1’utilisation des substrats énergétiques a la disponibilité de ces mémes substrats au
niveau cellulaire. De cette maniére la flexibilit¢ métabolique peut étre déterminée dans des situations
de challenge métabolique. Les premicres études qui se sont intéressées au concept de flexibilité
métabolique utilisaient le clamp euglycémique-hyperinsulinémique car il permettait la prise de
données au sein d’un environnement contrdlé [123, 172]. Cependant ces conditions ne reflétaient pas
la dynamique des réponses physiologiques repas apres repas. Le challenge métabolique peut également
étre mis en place de par I’ingestion d’un repas riche en graisses (ou en glucides) [171] ou encore lors
d’un test oral de tolérance au glucose.

Une autre méthode d’évaluation de la flexibilit¢ métabolique est basée sur les changements entre la
valeur du quotient respiratoire (QR) a jeun et la valeur du QR en situation postprandiale [173], ainsi
que 1’aire sous la courbe (AUC) du QR suivant I’ingestion d’un repas [121]. Le QR est calculé lors de
I’analyse des échanges gazeux d’un individu par calorimétrie directe ou indirecte et correspond au
rapport de la consommation de dioxygeéne (O2) sur la production de dioxyde de carbone (CO>). Les
valeurs du QR oscillent entre 0,7 et 1. Plus le QR est proche de 0,7, plus les échanges gazeux
témoignent d’une oxydation prioritaire des lipides. En revanche, lorsque la valeur du QR s’approche
de I'unité, les échanges gazeux indiquent une oxydation majoritairement issue des glucides. Ainsi, en
situation physiologique et au repos a distance d’un repas, les lipides sont la source énergétique oxydée
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prioritairement (QR = 0,7). Cependant, le QR a jeun semble étre un mauvais indicateur de I’oxydation
lipidique a jeun du fait qu’il soit influencé par la balance énergétique et la composition en
macronutriments des repas consommés les jours précédents la prise de mesure [174].

C’est pourquoi, une autre maniere de mettre en évidence la flexibilité métabolique utilise un index qui
se base sur la dynamique des réponses métaboliques suite a un repas standard dans le contexte de
sélection de substrats énergétiques lors de la transition entre 1’état de jeun et 1’état nourri (situation
postprandiale). Le passage d’un état de jeun a un état nourri induit un changement dans ’utilisation
des substrats énergétiques (¢lévation du QR), passant d’une utilisation prédominante d’acide gras (QR
proche de 0,7) a une oxydation des glucides au sein des muscles squelettiques (QR proche de 1) suite
a une stimulation par I’insuline. Ce changement d’utilisation des substrats permet d’utiliser les
ressources énergétiques contenues dans le repas pour passer d’un état catabolique a un état anabolique
ou I’énergie sera stockée au sein des muscles, du tissu adipeux et du foie [117]. Il a été clairement
¢tabli que la sécrétion d’insuline en réponse a un repas est le déterminant majeur de ce changement
d’oxydation des substrats. Partant de ce principe, 1’insulino-résistance est un composant majeur de
I’inflexibilit¢ métabolique pouvant se mettre en place dans de nombreux tissus insulino-dépendants.
De cette manicére, il est possible de distinguer des individus métaboliquement flexibles et d’autres
métaboliquement inflexibles.

L’index illustré en Figure 12, prend en compte la relation de la cinétique postprandiale entre le QR et
I’insuline a partir des variances intra-individuelles de I’insuline et du QR non protéique (QRNP) en
réponse a un repas standard. Ainsi, un sujet présentant une inflexibilité métabolique est caractérisé par
une grande variance de I’insuline conjointement a une faible variance de QRNP. Ces valeurs
témoignent d’un faible changement de substrats énergétiques oxydés pour une sécrétion d’insuline
importante [175], et donc d’une incapacité a augmenter 1’oxydation des glucides en réponse a un repas
standard. Au contraire, les individus métaboliquement flexibles se caractérisent, toujours suite a un
repas standard, par une légére augmentation de la variance de la concentration d’insuline pour une
grande variation dans 1’utilisation des substrats énergétiques (grande variation du QR vers une
oxydation des glucides). A titre d’exemple, a jeun, les sujets métaboliquement inflexibles oxydent peu
de lipides par rapport aux sujets métaboliquement flexibles. De plus, suite a un repas, les sujets
métaboliquement inflexibles auront une faible variation du QR, alors qu’une grande variation entre
avant et aprés repas sera constatée au sein de sujets flexibles. Par ailleurs, pour une méme variation de
QR, une inflexibilit¢ métabolique nécessitera la sécrétion d’une quantité beaucoup plus conséquente
d’insuline en comparaison d’une situation de flexibilit¢ métabolique. Ainsi, les sujets
métaboliquement inflexibles sont sujets au développement d’une insulino-résistance.
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Figure 12 : Index de flexibilité et inflexibilité métabolique expliquée a travers les cinétiques de QRNP et de
la concentration d'insuline au cours d’une journée. (Adapté de la publication de Bergouignan et al. 2012)
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Rynders et al. ont également proposé une définition élargie de la flexibilit¢ métabolique selon laquelle
toute réponse métabolique a un stress, qu’il soit environnemental ou physiologique peut apporter une
information sur la flexibilit¢ métabolique [171]. En ce sens, 1’étude de la flexibilit¢ métabolique
nécessiterait la présence d’un facteur de stress, d’un régulateur et d’un effecteur. Dans ce cas, la
relation entre le régulateur et I’effecteur en réponse au stress est mesurée au cours d’une expérience et
informe sur la flexibilit¢ métabolique. Ainsi, en reprenant les conditions du clamp euglycémique-
hyperinsulinémique, le clamp représente le facteur de stress métabolique tandis que 1’évolution de la
relation entre la perfusion d’insuline (régulateur) et la variation du QR informe sur la flexibilité
métabolique. Ceci n’est qu’un exemple parmi les nombreuses situations qui peuvent permettre
d’examiner la réponse d’un effecteur a un régulateur pour mettre en évidence une dérégulation
métabolique. Bien que ces scénarios puissent étre considérés simplistes dans la situation métabolique
in vivo, le triptyque facteur de stress-régulateur-effecteur comme index de flexibilité métabolique peut
s’avérer utile et conduire a de nouvelles connaissances sur la physiopathologie intégrative de I’obésité
et du diabéte. Suite a cette revue de littérature, il apparait que les différentes adaptations métaboliques
causées par la microgravité réelle et/ou simulée sont importantes et font intervenir des systémes qui
sont interconnectés au sein de 1’organisme et qui ménent aux changements de type de fibres, aux
changements d’oxydation de substrats énergétiques, induisent une insulino-résistance, des altérations
mitochondriales, et entrainent un stockage ectopique de lipides au sein d’organes clés du métabolisme.
L’ensemble de ces adaptations favorise et se traduit par I’établissement d’une inflexibilité métabolique
sur la base de I’hypothéese proposée par notre équipe (Figure 13).
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Figure 13 : Cascade d'altérations métaboliques hypothétique permettant d'expliquer le développement d'une
inflexibilit¢ métabolique induite par l'alitement prolongé. (Adapté de Bergouignan et al. 2011).
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Les mécanismes, la chronologie et la séquence des événements et les liens de cause a effets menant a
I’ensemble de ces adaptations restent toutefois a déterminer. Par ailleurs des solutions doivent étre
mises en ceuvre pour maintenir 1’ensemble des systémes physiologiques intacts. Pour la plupart des
situations de microgravité simulée ou lors des expérimentations sur modeles animaux, une incapacité
des sujets @ maintenir une activité physique n’est pas la principale cause de préoccupation, mais plus
la raison pour laquelle les sujets ne parviennent pas/plus a exercer un effort donné. Au contraire, la
situation des vols spatiaux est différente. En effet, au cours des missions spatiales, les astronautes ne
bénéficient pas de périodes de récupération. Il est donc indispensable de maintenir aussi fonctionnelles
que possible les capacités des astronautes afin de garantir le bon déroulement des taches a bord de la
station, des sorties extravéhiculaires (maintenance, réparation, cas d’urgence) car I’ensemble de ces
actions nécessitent un effort soutenu.

Il parait évident qu’une augmentation de la fatigabilité due a un changement d’oxydation des substrats

et des types de fibres musculaires au cours des missions spatiales est contre-productif. Des solutions
doivent donc encore étre apportées et cela passe par le développement de diverses contremesures.
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4. Historiques et évolution des contremesures

Au cours des missions spatiales qui se sont déroulées jusqu’a maintenant et pour les futures missions
de plus longue durée prévues dans les prochaines décennies, le maintien de I’intégrité des astronautes
pendant et apres les missions est, et restera primordial [80]. Sans contremesure, les conditions spatiales
induiraient donc une multitude d’adaptations potentiellement dangereuses pour les équipages, pour le
succes de la mission et pour le retour sain et sauf des astronautes. Ainsi, les agences spatiales ont
depuis longtemps travaillé sur différentes contremesures afin de prévenir/limiter les adaptations
engendrées par la microgravité. Les connaissances requises pour ¢laborer des contremesures efficaces
proviennent a la fois de I'expérience des vols spatiaux en orbite terrestre basse de durée relativement
courte mais aussi sur les études approfondies au sol portant sur les modeles humains d'alitement [20]
ainsi que sur des études animales mécanistiques [80]. Les modeles terrestres représentent une
opportunité précieuse pour 1’évaluation des contremesures car ils permettent d’étudier 1’impact des
contremesures sur un nombre importants de sujets, dans des conditions expérimentales contrdlées, tout
en étant moins onéreuses que les missions spatiales. En particulier le modele d’alitement prolongé est
le plus utilisé¢ pour évaluer les différentes contremesures. La pratique d’activité physique reste la
contremesure la plus étudiée a ce jour mais d’autres contremesures ont également été testées comme
I”atteste cette liste non exhaustive des études d’alitement prolongées conduites derni¢rement par ’ESA
(Table 1).

Table 1: Liste des études d'alitement prolongé menées par I'ESA depuis les années 2000. (Adapté de Demontis et al.
2017)

Name Year  Place, subjects PRE(d) HDT(d) POST(d) Intervention HDT angle
LTBR01-02  2001/2002 Toulouse, 25 males 15 %0 15 1) Flywheel exercise 2) Bisphosphonate -6°
STBRO1-02  2001/2002  Cologne, 9 males. Cross-over 9 14 3 Caloric variations in nutrition, Amino acid infusion -6
BBR 2003/2004  Berlin, 20 males 3 56 6 Vibration exercise 0
WISE 2005  Toulouse, 24 females 20 60 20 1) Combined resistive exercise, aerobic exercise, -6
Lower Body Negative Pressure 2) Nutritional
supplement
BBR2-2 2007/2008  Berlin, 24 males 9 60 7 1) High-load resistive exercise (RE) 2) RE+ whole-body ~ -6°
vibration
BR-AGT 2010 Toulouse, 12 males Cross-over 5 5 5 1) Artificial gravity by daily short-arm centrifuge for: 30 -6°
min 2) Intermittent 6x 5 min
SAG 20102011 Cologne, 10 males Cross-over 5 5 5 1) Locomotion replacement training 2) Upright standing ~ -6°
MEP 2011/2012  Cologne, 10 males Cross-over 7 21 6 Combined supplementation of 0.6 g whey protein -6
(WP)/kg body weight (BW) and 90 mmol potassium
bicarbonate (KHCOS)
MNX 2012/2013  Toulouse, 12 males Cross-over 7 6 1) Resistive Vibration Exercise (RVE) 2) RVE + -6°
Nutritional Supplement
RSL 2015/2016  Cologne, 24 males 14 60 14 Reactive jump -6
TBD 2017/2018  Toulouse, 20 males 14 60 14 Cocktal -6°

TBD, to be defined: d, duration (days) of the different bed rest phases (PRE, before; HDT, head-down tiit; POST, after HDBR). Cross-over, subjects repeated the stuay, first in the control
group, then in the countermeasure one.
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Parmi ces derniéres on retrouve la vibration, la stimulation électrique, la centrifugation, I’utilisation
de produits pharmacologiques ou encore des suppléments nutritionnels.
La trajectoire générale du développement et de I'évaluation des contremesures suit un chemin

prévisible de développement allant de 1’évaluation de la contremesure au sol, des tests initiaux sur des
sujets ambulatoires dans des conditions de gravité terrestre (1G), un raffinement utilisant 1'un des
modeles d’étude les moins coliteux comme la suspension des membres ou le vol parabolique.
L’efficacité des contremesures est ensuite évaluée via des études d’alitement avant de les optimiser au
cours des vols spatiaux. Cette approche permet de tester l'efficacité de nombreuses contremesures et
combinaisons en utilisant des ressources facilement adaptées a un grand nombre de sujets, en affinant
progressivement les contremesures et en utilisant des modéles d’étude de plus en plus complexes et
cotteux. Etant donné le nombre limité d’astronautes au sein des missions spatiales et les cofts liés a
la conduite de recherches, la validation des contremesures en vol doit représenter la derniére étape du
développement des contremesures (Figure 14). Une fois qu'une contremesure est rendue
opérationnelle, elle doit encore étre évaluée. Les contremesures sont optimisées avec un petit groupe
de 6 a 12 astronautes et doivent ensuite étre ajustées pour chaque astronaute. Cela implique un cycle
de mise en ceuvre d’une contremesure, de contrdle de son efficacité (ou d'un substitut de son efficacité)
en vol, et d'ajustement périodique en fonction de la réponse individuelle. Ce pourrait étre le cas pour
'ajustement de la dose de médicaments, la prescription d'un programme d'exercices ou encore le
changement de régime alimentaire [20].

Evaluation de la CM au
niveau d’organe spécifique
en utilisant des modéles
d’étude peu colteux
(suspension des membres
/ vol parabolique)

Evaluation de la CM sur
I'ensemble des organes,
optimisation via des
modeles d’études plus
longs

Evaluation de la CM au sol
avec des sujets
ambulatoires

Validation en vol spatial a
bord de I'lSS < 12 sujets

Utilisation
opérationnelle a bord de
I'1SS

Optimisation Optimisation de laCM a
individuelle de la CM bord de I'lSS

Surveillance de
I"'equipage en vol

Figure 14 : Progression de 1'évaluation des contremesures. (Adapté de Poultz-Snyder et al. 2016)
CM : contremesure ; ISS Station Spatiale Internationale)
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a. Contremesure d’exercice

Depuis le premier vol spatial de Youri Gagarine, les agences spatiales internationales ont mis en place
des systémes pour lutter contre les conditions de microgravité rencontrées au cours des missions
spatiales. A la fin des missions spatiales, avant le retour sur Terre, les agences spatiales ont instauré
I’utilisation d’appareils qui induisent une pression négative au niveau des jambes de sorte a entrainer
un déplacement des fluides corporels vers les membres inférieurs et ainsi permettre de lutter contre
I’intolérance orthostatique des astronautes au moment de retourner sur Terre [176]. Ce systéme a été
utilisé lors des missions mir, Skylab ainsi que lors du programme qui engageait des navettes spatiales.
Au-dela de I’induction de pression négative au niveau des membres inférieurs, les astronautes ingérent
une boisson salée (6-9g de NaCl dans 900-1200ml d’eau) de maniére a améliorer la tolérance
orthostatique. De cette maniére, I’ingestion d’un litre de solution saline couplée a une pression négative
(-30 mmHg) 4 heures par jour avant une rentrée atmosphérique a induit une réduction du rythme
cardiaque et une plus faible réduction de la pression systolique en comparaison d’astronautes n’ayant
pas bénéfici¢ de la pression négative. Ce programme semble donc bénéfique mais 1’obligation
d’utilisation de ces appareils au moins 4-5 heures par jour rend cette solution impraticable pour les
astronautes [10].

Ce n’est que dans les années 1960 que ’activité physique a été préconisée au cours d’une étude
d’alitement prolongé dans le but d’atténuer les effets indésirables de I’alitement, soit ce que 1’on
appelle aujourd’hui une contremesure d’exercice. Au vu de I’importance donnée a I’exercice physique,
il n’est pas étonnant que ’activité physique soit la pierre angulaire des contremesures au cours des
missions spatiales. En effet I’exercice physique a été utilisé pendant plus de 50 ans lors des missions
spatiales, et ce a commencer par le programme américain Gemini [20]. L’activité physique pratiquée
au cours des missions spatiales était premicrement de type aérobie de par I'utilisation de rameurs, de
cyclo-ergométre et de tapis de courses [11]. Les astronautes de la station Mir avaient pour
recommandations de pratiquer deux a trois heures d’exercice physique trois jours sur quatre et
particuliérement via des exercices avec un harnais élastique et de la course sur tapis. Pour autant cette
contremesure d’exercice n’était pas suffisante pour lutter contre la perte osseuse [177]. Grace a
I’utilisation du cyclo-ergométre, les études ont noté une réduction de 4% de la densité osseuse au sein
de la colonne lombaire et une réduction de 10% au niveau du fémur suite a un vol spatial allant de
quatre a six mois [178]. Ainsi, le cyclo-ergométre ne semble pas non plus complétement efficace
comme contremesure pour lutter contre la perte osseuse au cours des vols spatiaux de longue durée.
De méme, une activité physique aérobie d’intensit¢ modérée pratiquée régulierement dans des
conditions microgravitaires s’est révélée insuffisantes pour maintenir les capacités cardiovasculaires
des astronautes en retour de mission spatiale [11].

A bord de I’ISS, les astronautes allouent deux heures et demie par jour, six jours sur sept a la pratique
d’exercices physiques. Ce temps inclut également le temps de s’équiper, la reconfiguration des
appareils et I’hygiéne personnelle [179]. Il a été prouvé que les exercices a haute intensité été plus
efficaces que les entrainements aérobies en situation de microgravité [180]. De ce fait, les agences
spatiales internationales ont décidé d’implanter un appareil a bord de I’ISS qui permettrait la pratique
d’exercices résistifs. Ainsi en 2000, ’appareil d’exercice résistif provisoire (IRED) a été assemblé.
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Huit ans plus tard, 1’appareil d’exercice résistif avancé (ARED) a été lancé pour étre implanté au sein
de la station spatiale internationale. L’iRED permet la réalisation de huit exercices résistifs différents
tandis que ’ARED permet la réalisation des mémes huit exercices de I’iRED mais ajoute également
la possibilité de s’exercer sur neuf autres mouvements résistifs [179]. L’iRED dispose d’un équivalent
de charge maximale de 1337N et d’une force excentrique qui équivaut a 60-80% de la force
concentrique. Par ailleurs I’ARED permet une charge maximale de 2675N et une force excentrique
équivalente a 90% de la force concentrique. De cette manicre, I’appareil ARED a une plus grande
capacité de résistance par rapport a I'iRED [181]. Ceci a été confirmé par des études en vol.
Comparativement a 1’utilisation de I’iRED, I’ARED a permis d’améliorer les changements de force
iso-cinétique dans les muscles de la cuisse au cours d’une mission spatiale allant de 60 a 190 jours a
bord de I’ISS. Avec 'utilisation de I’iRED, une réduction de 6 et 12% de la densité et de la composition
osseuse €était constatée au niveau du bassin et des hanches au cours d’une missions spatiale de 4-5
mois. L’utilisation de I’ARED dans ces conditions a induit une diminution de I’atteinte osseuse avec
une densité et une composition osseuse qui n’étaient pas différentes de celles observées avant le vol
spatial [182]. Bien que bénéfique par rapport a I’utilisation de 1‘iRED, une utilisation excessive des
appareils résistifs, en particulier avec des niveaux de charge trop importants, induisent des blessures
de fatigue qui requiert une attention particuliére [10].

Par ailleurs la contremesure proposée par 1’utilisation du systtme ARED au sein de la station spatiale
internationale n’a pas complétement prévenu les dégradations musculaires et cardiaques rencontrées
en vol. Ainsi, il apparait que les atrophies musculaire et cardiaque ne soient pas exclusivement dues a
I’inactivité physique. Les mécanismes liés a la gravité peuvent aussi étre impliqués dans ces
adaptations [183]. En effet, les réflexes via les capteurs de gravité, comme la contraction musculaire
pour le contréle postural et le controle vestibulo-cardiovasculaire sont atteints en situation de
microgravité et conduisent a une atrophie du myocarde et des muscles squelettiques impliqués dans le
maintien postural. Afin de prévenir ces adaptations, I’utilisation d’un autre type de contremesure telle
que la gravité artificielle combinée a la pratique d’exercices physiques pourrait se montrer des plus
intéressante. Des études d’alitement se sont intéressées aux contremesures d’exercice incluant la
gravité artificielle ou la vibration. Des protocoles de vibration a haute et basse fréquence ont également
¢été proposés et testés au cours d’études de microgravité simulée. Bien que les protocoles de vibration
a basse fréquence aient montré des effets protecteurs sur I’os dans des modeéles animaux et au cours
d’études sur des individus humains en ambulatoire, les effets bénéfiques étaient plus limités lorsque
les tests ont été¢ réalisés au cours d’études d’alitement prolongé. En revanche, les études qui
impliquaient I’utilisation de protocoles de vibration a haute fréquence, également appelés exercices de
résistance par vibration, ont généralement montré des effets positifs au niveau musculaire et osseux au
cours d’études d’alitement [1].

Le débat se poursuit sur le potentiel de ce protocole de contremesure face aux inquiétudes concernant
la sécurité des expositions répétées aux vibrations qui pourraient conduire a des dommages
neuromusculaires [1]. Pour autant, une étude d’alitement de 60 jours qui comparait 1’impact
d’exercices résistifs courts (5-6 minutes) pratiqués trois jours par semaine avec ou sans vibration a mis
en évidence que les deux types de pratique se montraient efficace pour réduire la perte de volume
musculaire, les dommages musculaires et la douleur ressentie au sein des muscles des membres
inférieurs [184].

Concernant la gravité, il est établi que les conditions de gravité terrestre (1G) maintiennent I’os tandis
que la microgravité induit une perte osseuse. Cependant, une question reste en suspens. De quelle
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gravité avons-nous besoin ? Une étude d’alitement avait montré que des périodes de deux ou quatre
heures de station debout ou de marche atténuaient 1'augmentation de 1'excrétion urinaire de calcium
induit par I’alitement. Une étude plus récente a également utilisé la centrifugation afin de créer une
gravité artificielle au cours d’un alitement prolongé de 21 jours. L’étude a ainsi démontré qu’une
exposition d’une heure a une gravité de 1G au niveau du cceur et de 2,5G au niveau des pieds était
efficace pour prévenir les effets de la microgravité sur les systémes cardiovasculaires et musculaires.
Cependant, cette contremesure n’a pas eu d’impact sur le métabolisme osseux et calcique.

D’autres études comme celle menée par Alkner et al. s’est intéressée aux changements de volume
musculaire au sein des muscles extenseurs du genou et du muscle fléchisseur plantaire au cours d’une
¢tude d’alitement de 29 jours avec ou sans pratique régulicre (tous les 3 jours) d’exercices résistifs sur
un ergomeétre indépendant de la gravité (Figure 15) [185]. Cette étude a montré que la pratique
d’exercices de résistance avec le systeme d’ergométre indépendant de la gravité atténue ’atrophie
musculaire du triceps sural et du quadriceps au sein de sujets alités, et se présente comme un atout
important pour les voyageurs spatiaux.

Figure 15 : Schéma représentant un sujet exécutant un squat sur un ergometre indépendant de la gravité. (Alkner
et al. 2004)
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D’autres ¢tudes ont également suggéré I’intérét de [’utilisation de la gravité artificielle comme
contremesure en comparant I’impact d’un alitement de cinq jours sans contremesure ou avec 30
minutes de gravité artificielle par jour pendant 5 jours et 30 minutes d’exposition a la gravité artificielle
fractionnée en six périodes de 5 minutes. D’aprés 1’étude de Linnarsson et al., le protocole de
fractionnement de gravité artificielle a été mieux toléré par les volontaires et a également induit une
meilleure tolérance orthostatique comparé aux autres protocoles mais n’a pas eu d’impact sur la
capacité aérobie [186]. Malgré cela, il semble que la centrifugation intermittente puisse étre une des
contremesures a employer pour maintenir les fonctions physiologiques lors des futures missions
spatiales [187]. A 1’avenir, de nouvelles études devraient s’intéresser aux protocoles de gravité
artificielle de maniére intermittente au cours d’études d’alitement prolongé de plus longue durée et
devraient également étre combinées avec un protocole d’activité physique [186]. Plusieurs agences
spatiales internationales ont entamé différents programmes de recherche en ce sens [11]. L’un d’entre
eux s’intéresse a la pratique d’exercices physiques en condition de pression négative au niveau des
membres inférieurs. Ce concept a été testé au cours d’une étude d’alitement de 30 jours. Les sujets
recrutés pour cette ¢tude étaient des jumeaux, ce qui permettait d’augmenter la puissance des
comparaisons avant et apres alitement [ 188]. Le protocole d’exercices physiques consistait a courir 40
minutes par jour, six jours par semaine sur 30 jours au sein d’un systéme qui permettait de rester en
position allongée tout en étant en condition de pression négative au niveau des membres inférieurs
(Figure 16).
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Figure 16 : Systéme permettant la pratique d'une activité physique aérobie sur tapis roulant en condition de
pression négative au niveau des membres inférieurs tout en restant allongé (Adapté de Guinet et al. 2009).
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La pratique d’activité aérobie a permis de maintenir le volume plasmatique et la vitesse de sprint. La
tolérance orthostatique a aussi été maintenue a un certain degré, ainsi que la force et I’endurance
musculaire. Des résultats similaires ont été obtenus au cours d’un alitement de 60 jours au cours duquel
les sujets pratiquaient 1’activité aérobie sur tapis en condition de pression négative au niveau des
membres inférieurs ainsi qu’un protocole d’activité physique de type résistif. Les résultats indiquaient
une augmentation de la masse cardiaque au sein du groupe soumis au protocole d’exercice. De plus,
la pratique d’exercices a permis de préserver la force et I’endurance musculaire ainsi que la capacité
aérobie. La tolérance orthostatique a elle aussi été partiellement maintenue. Néanmoins, la possibilité
de fournir de tels dispositif sur un vaisseau spatial constituera un défi technique. En prévision d'une
mission d'exploration vers Mars, il sera nécessaire de développer une contremesure intégrée et
compacte pour le succes de la mission [10].

Bien qu’efficaces a bien des égards, les contremesures d’exercice ont également montré leurs limites
au cours de différentes études d’alitement. A titre d’exemple, une étude d’alitement de 90 jours qui
incluait 35 minutes d’exercices résistifs tous les trois jours et 1’étude d’alitement de 60 jours qui
cumulait la pratique d’exercices résistifs pendant 35 minutes tous les 3 jours associée a une activité
aérobie a raison de 45 minutes 3-4 fois par semaine a 40-80% de VO>max n’ont pas permis de lutter,
ni contre le développement d’insulino-résistance, ni contre la mise en place d’une
hypertriglycéridémie, ni contre la réduction des capacités oxydatives des lipides induits par 1’alitement
[139, 140]. De plus, des critiques ont été¢ émises a 1’encontre des programmes d’exercices physiques
au cours des missions spatiales. La raison des critiques était due au fait que le colit de 1I’exercice dans
I’espace était plus €élevé que sur Terre et que la charge importante d’exercices contribuait de maniére
significative a la balance énergétique négative observée en vol chez les astronautes [154, 189]. Sur la
base de ces observations, de nouvelles contremesures ont ét¢ développées, telles que les contremesures
pharmacologiques mais aussi et surtout les contremesures nutritionnelles au cours de la derniére
décennie.

b. Contremesure pharmacologique

Les contremesures pharmacologiques ont été utilisées en complément des contremesures d’exercice car il
était difficile de mettre en évidence les effets positifs de 1’exercice physique au niveau osseux [1]. En effet,
suite a I’incorporation d’un programme d’activité physique a bord de la station Mir, une perte locale de 1-
1,6% par mois de densité osseuse a tout de méme été mise en évidence. Par ailleurs, la pratique d’exercices
physiques en condition de microgravité peut prendre beaucoup de temps, et dans certaines situations, la
pratique d’exercice physique peut ne pas étre adéquat (urgence, maladie, blessure). Dans ce cas, d’autres
contremesures se révelent nécessaires, comme cela peut étre le cas pour les contremesures
pharmacologiques. De plus, contrairement a une contremesure d’exercice, une intervention biochimique
efficace ne mobiliserait que peu de temps d’équipage, peu d’espace de stockage et aucun surplus
d’alimentation [190]. De cette maniere, des études en vol et d’alitement prolongé ont évalué I’'impact de
bisphosphonates pour inhiber la résorption osseuse [1]. Ainsi, I’ingestion orale d’étidronate et de clodronate
a été testée comme contremesure au cours d’une étude d’alitement de vingt semaines pour lutter contre les
pertes osseuses dues a I’inactivité. Les résultats ont montré que I’ingestion de 20mg/kg/j d’étidronate
induisait une balance calcique positive au cours des huit derniéres semaines d’alitement. Pour autant
I’étidronate et le clodronate sont maintenant interdits car ils sont associés a une accumulation de tissu
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ostéoide chez I’animal et chez I’'Homme lorsqu’ils sont administrés aux doses anti-résorptives pendant de
longues périodes [190, 191].

Plus tard d’autres ¢tudes d’alitement ont étudié 1’impact d’autres contremesures pharmacologiques a base
d'alendronate par voie orale ou encore l'utilisation intraveineuse d'acide zolédronique [1]. Une premiére
étude a étudié I’impact de la consommation de 20mg/j d’alendronate au cours d’une période pré-alitement
de deux semaines, suivie d’une période d’alitement de trois semaines. La population de cette étude était
composée de seize hommes répartis en un groupe placebo (n=8) et un groupe trait¢ a I’alendronate (n=8).
Au cours des deux premiéres semaines de I’étude, le groupe traité a I’alendronate montrait une réduction de
I’excrétion calcique urinaire comparé au groupe placebo. Au cours de la période d’alitement les deux
groupes ont montré une augmentation de I’excrétion calcique urinaire. Pour autant 1’excrétion calcique
urinaire au sein du groupe supplémenté en alendronate était inférieure a 1’excrétion calcique urinaire du
groupe placebo avant I’alitement. Ainsi, la supplémentation de 20mg/j d’alendronate semble efficace pour
lutter contre la perte osseuse.

Une autre étude s’est intéressée aux effets de la consommation de 10mg/j d’alendronate comme
contremesure au cours d’une étude d’alitement de 17 semaines. L’étude portait sur une population de
21 adultes masculins répartis en un groupe controle (n=13) et un groupe trait¢ a I’alendronate (n=8).
Au cours de I’alitement, le groupe contrdle a montré une réduction de la densité minérale osseuse,
exceptée au niveau des bras et du radius. Le groupe traité n’a montré aucune perte de densité minérale
osseuse sauf au niveau du calcanéum dont la densité osseuse a été réduite d'environ 5% au sein du
groupe traité par rapport a 10% au sein du groupe contrdle. Contrairement au groupe controle, la
densité minérale osseuse du col du fémur a augmenté au sein du groupe traité a 1’alendronate. De
méme, le traitement a I’alendronate a également permis de conserver une meilleure densité minérale
osseuse au niveau de la colonne vertébrale, du pelvis et du trochanter. Au-dela de la densité minérale
osseuse, des analyses portant sur les changements de concentration des marqueurs et hormones osseux
ont également été réalisées. Les résultats de 1’étude portent d’une part sur I’évolution de la
concentration de marqueurs de résorption osseuse comme le marqueur n-télopeptide (NTx), la
pyridinoline totale urinaire (DYP), la désoxypiridinoline (DPD) ou encore I’hormone parathyroidienne
(PTH) ; d’autre part, sur 1I’évolution de marqueurs de formation osseuse tels que 1’ostéocalcine,
I’alcaline phosphatase et la vitamine D. Les résultats de 1’étude indiquent que les marqueurs de
résorption osseuse ont tous augmenté au sein du groupe contrdle ainsi que le taux de parathormone.
Au sein du groupe traité a ’alendronate, il était noté une réduction de la concentration du marqueur de
résorption osseuse NTx tandis que les deux autres marqueurs de résorption osseuse (PYD et DPD) ont
été réduits en conséquence de 1’alitement, mais d’une maniere significativement moindre comparée a
celles constatées au sein du groupe controle. Au sein du groupe contrdle, la concentration des
marqueurs de formation osseuse n’a pas évolué au cours de I’alitement tandis que la concentration de
ces marqueurs a été réduite au sein du groupe traité a I’alendronate. Ce phénomene est expliqué par le
fait que le traitement a I’alendronate entraine une inhibition du remodelage osseux. Plus encore,
I’excrétion urinaire calcique a augmenté¢ au sein du groupe contrdle tandis que le groupe traité a montré
une réduction de I’excrétion urinaire calcique.

Ensemble, les résultats de cette étude démontrent que le traitement a 1’alendronate est une
contremesure pharmacologique efficace pour lutter contre les adaptations osseuses engendrées par les
conditions de microgravité simulées (alitement prolongé) bien qu’elle ne prévienne pas complétement
la perte osseuse [190].

62



L’ingestion d’alendronate a également été utilisée comme contremesure en vol, et combiné a une
contremesure d’exercice, I’ARED, cité plus haut. Au cours de cette étude, la prise de bisphosphonates
débutait trois semaines avant le début du vol spatial et continuait au cours du vol. La dose allait de
70mg/semaine, correspondant au dosage utilisé lors du traitement de 1’ostéoporose, a 140mg/semaine
pour prévenir I’ostéoporose au cours de la mission spatiale [192]. Cette étude a montré que la
combinaison de la pratique d’exercice, vial’ARED, couplée a I’ingestion de bisphosphonate permettait
de maintenir la densité et la composition minérale osseuse au cours d’une mission spatiale. Cependant,
I’interprétation des résultats concernant I’impact de cette contremesure pose des problémes car les sujets qui
avaient ingéré¢ ’alendronate utilisaient ’ARED, tandis que les sujets contrdle avaient utilis¢ I'iRED [1].
Bien que les effets secondaires a court et a long terme demeurent préoccupants pour tout agent
pharmacologique, les bisphosphonates pourraient constituer un outil potentiel pour les missions
d’exploration qui ne comprendraient pas d’équipement pour la pratique d’exercice physique important.

La testostérone est un autre composé pharmacologique qui a été utilisé pour atténuer la perte
musculaire et osseuse associée aux vols spatiaux. Cette proposition se basait sur certaines données qui
ont mis en évidence une réduction du taux de testostérone circulant en condition de vols spatiaux réels
[193] ou simulés [194]. Cependant, une publication de Smith et al. a montré que les vols spatiaux de
longue durée (entre 48 et 215 jours) et les études d’alitement prolongé (entre 60 et 90 jours)
n’induisaient pas de réduction du taux de testostérone [195]. Smith et al. ajoutent qu'une réduction du
taux de testostérone a pu €tre mise en évidence car les astronautes participant a cette étude se trouvaient
en balance énergétique négative, en particulier le jour de la collection des échantillons. Or un déficit
énergétique de courte ou de longue durée est associé a une réduction du taux circulant de testostérone
[195]. Bien que I’apport exogeéne de testostérone puisse stimuler le systéme musculaire et osseux, la
supplémentation en testostérone reste difficile compte tenu des effets secondaires et des autres
problémes liés a ce type de traitement dans un environnement de microgravité [1, 194].

Pour I’heure, les contremesures pharmacologiques étaient développées et utilisées dans le but de
prévenir des adaptations osseuses engendrées par la microgravité réelle et simulée. Toutefois, comme
vu précédemment, les conditions de microgravité entrainent de nombreuses autres adaptations sur
lesquelles 1I’'impact des contremesures pharmacologiques est nul ou trés limité. Les adaptations
métaboliques causées par le manque d’activité en condition de microgravité sont conséquentes pour
les astronautes et les sujets qui participent aux études de microgravité simulée. Ainsi, trouver une
contremesure pharmacologique qui permettrait de prévenir de I’hyperlipidémie et qui
contrebalancerait le développement de ’insulino-résistance et d’une inflexibilit¢ métabolique serait
une avancée majeure pour les futures missions de longue durée.

En parall¢le, un autre type de contremesure a gagné un réel intérét au cours de la derniére décennie, il s’agit
des contremesures nutritionnelles.
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c. Contremesure nutritionnelle

La nutrition joue des rdles multiples au cours des vols spatiaux, en fournissant suffisamment de
nutriments pour répondre aux besoins métaboliques de 1’organisme et ainsi maintenir la santé des
astronautes mais est aussi impliquée dans les aspects psychosociaux bénéfiques liés aux repas. De ce
fait la nutrition peut étre un élément clé pour lutter contre les adaptations induites par les conditions
spatiales.

Au vu de I’augmentation des durées des missions spatiales, toute carence nutritionnelle deviendrait
préjudiciable pour les membres d’équipages engagés. En ce sens, en vue des prochaines missions
spatiales de longue durée et a terme pour 1’exploration humaine vers Mars, le désir des agences
spatiales internationales est de développer des contremesures qui permettent de protéger autant de
fonctions physiologiques que possible, sans affecter d’autres fonctions de 1’organisme, le tout en étant
le plus facilement utilisable au cours des missions spatiales. Les contremesures nutritionnelles
s’averent des plus intéressantes car elles permettent de minimiser la charge de lancement, le temps
d’équipage et les inconvénients ainsi que les risques d’effets secondaires [196]. Ces avantages font
que les contremesures nutritionnelles ont connu un gain d’intérét et ont été développées au cours des
derniéres années. L’alimentation comporte non seulement des macronutriments (glucides, lipides,
protéines) mais aussi un ensemble complexe de micronutriments bioactifs (vitamines, minéraux)
nécessaires au maintien d’un état de santé optimal. Les contremesures nutritionnelles doivent garantir
un régime alimentaire équilibré et éviter I’apport de calories vides pour garantir le bon déroulement
des missions spatiales. C’est pourquoi 1’apport énergétique, les besoins en macronutriments,
micronutriments et vitamines doivent étre évalués pour les missions spatiales et que des contremesures
nutritionnelles doivent étre testées.

Dans l'ensemble, les besoins nutritionnels en vol sont basés sur les besoins quotidiens recommandés
par l'organisation mondiale de la santé. Ainsi la composition des repas s’articule autour de 15%
d’apport protéique, 30% d’apport lipidique et 55% d’apport glucidique sur la base des apports
alimentaires de référence (DRI). Pour autant, sur la base des observations de précédents vols et
d’études de microgravité¢ simulée, une balance azotée négative a été mise en évidence. En sachant
qu’une perte protéique de I’ordre 30% est 1étale et que toute perte protéique est associée a une réduction
des défenses immunitaires et une susceptibilité accrue face aux maladies, il parait évident que la perte
chronique de protéines est une réelle préoccupation. De ce fait, une contremesure nutritionnelle a base
d’une supplémentation en protéines a été évaluée pour contrebalancer la perte de masse et de force
musculaire observée au cours des vols spatiaux ou au cours d’études d’alitement prolongé. D’apres la
revue de Stein et Blanc réalisée en 2011, sur les six études recensées, trois ont mis en évidence des
effets bénéfiques de la supplémentation en protéines tandis que trois n’en ont pas montré. De plus, les
résultats des études semblent varier en fonction de I’apport en protéines de base [ 197]. En effet, lorsque
I’apport en protéines était inférieur a 0,9g/kg/j, la supplémentation en protéines montrait des effets
bénéfiques. Au contraire, lorsque I’apport en protéines était supérieur a 1,2g/kg/j, la supplémentation
protéique ne montrait aucun effet bénéfique particulier. Par ailleurs, la supplémentation en protéines
semble associée a une acidification du sang due a une augmentation de I’oxydation des acides aminés
soufrés, ce qui accéleére la perte osseuse [198]. Bien que des recherches dans le domaine soient encore
a I’ordre du jour, avec en particulier I’ajout de bicarbonates pour tamponner 1’acidification sanguine
[199], il apparait que la supplémentation nutritionnelle a base de protéines ne soit pas la meilleure
option pour les missions spatiales de plus longues durées prévues a 1’avenir.
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d. Les nutriments antioxydants, anti-inflammatoires et avantage d’une approche par
cocktail

i. Données issues des études spatiales

De nombreuses publications autour des suppléments nutritionnels sur des populations saines ou au sein
de patients atteints de maladies cardiovasculaires, de diabéte, de cancer ou de dyslipidémie ont émergé
ces derniéres années. De méme, différentes observations ont été obtenues au cours de missions
spatiales chez I'homme et/ou au cours d’étude de microgravité simulée chez 'homme et 1'animal,
montrant que divers composés bioactifs de l'alimentation pouvaient empécher 1'adaptation de diverses
fonctions biologiques a I'espace.

Dans une de leurs publications, I’équipe de Zwart et al. a étudié I'impact d’un apport en oméga-3 sur
la perte osseuse a la fois a partir de données issues d’un systeme de cultures cellulaires modélisant
I’apesanteur, sur des données issues d une étude d’alitement de 60 jours mais aussi a partir de données
d’astronautes en mission a bord de I’ISS entre 4 et 6 mois. Les résultats indiquent premiérement que
I’acide eicosapentaénoique, acide gras insaturé contenus dans les oméga-3, permet de réduire
I’activation de la voie de signalisation du NFkB sur des cultures cellulaires soumises a des conditions
de microgravité (Figure 17A). Plus encore, au cours d’une étude d’alitement de 60 jours, les résultats
ont démontré une corrélation négative entre la quantité d’acides gras oméga-3 ingérés et le taux du
marqueur de résorption osseuse N-télopeptide (NTx) (Figure 17B). Enfin, cette équipe a également
observé que la quantité de portions de poissons servies a bord de la station spatiale internationale était
positivement associée a une réduction de la perte de densité minérale osseuse (BMD) observée au sein
des astronautes au retour de leur mission (Figure 17C). Les données présentées dans cette étude
démontrent que les conditions de microgravité induisent une activation de la voie de signalisation
NFkB. Plus encore, les données mettent en évidence le fait que I’ingestion d’oméga-3 induit un effet
protecteur sur le systéme osseux via une réduction de ’activation de la voie de signalisation NFkB.
Or, la voie de signalisation NFkB est également associée a des événements d’atrophie musculaire en
cas de cancer, de septicémie ou encore de diabéte et la capacité des oméga-3 a atténuer la perte
musculaire dans ces conditions a également été documentée. L’ensemble de ces résultats démontrent
que ’inactivation de la voie de signalisation NFkB permettrait de contrer de nombreuses adaptations
rencontrées au cours des vols spatiaux au niveau des fonctions osseuses, musculaires et immunitaires
et fournit des preuves solides de la probabilité¢ de réussite de son utilisation au cours des missions
spatiales. Il est fort possible que quelque chose d'aussi simple que le changement de menu pour
augmenter la consommation de poisson puisse servir de contremesure pour aider a atténuer les risques
liés aux systéme osseux, musculaire, a la fonction immunitaire et potentiellement méme aux radiations
[196].
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Figure 17 : Impact d’une supplémentation nutritionnelle a base d’acides gras insaturés oméga-3.

(Adapté de Zwart et al. 2010).

A. activation de la voie de signalisation NF-KB au sein de cultures cellulaires aprés 24 heures d’exposition a la
microgravité (HARV) ou non (static) avec ou sans incubation avec de 1’acide eicosapentaénoique (EPA).

B. Corrélation entre 1’ingestion moyenne d’acides gras riches en oméga-3 et le changement du taux d’excretion
du marqueur N-telopeptide suite a un alitement prolongé de 60 jours.

C. Corr¢lation entre la quantité de portions de poissons servies a bord de la station spatiale internationale et la
densité minérale osseuse des astronautes au cours d’une mission spatiale de longue durée.

Par ailleurs, une étude menée par Smith et al. sur une population de sujets agées et sains a ¢galement
montré qu’une supplémentation de huit semaines en oméga-3 (a raison de 4g/j) permettait de réduire
la résistance anabolique et d’améliorer la sensibilité a I’insuline a travers une voie de signalisation
dépendante de mTOR [200]. Une étude s’est €¢galement focalisée sur ’effet de la consommation
d’huile de poissons (7,2g/j) pendant 28 jours sur 1’évolution de la lipogenése de novo et de la sensibilité
a I’insuline apres une suralimentation sous forme de fructose. Tandis que la suralimentation en fructose
a induit une augmentation de la glycémie a jeun, des taux de triglycérides et une augmentation de la
lipogenese de novo, la supplémentation en huile de poissons a permis de réduire le taux de triglycérides
et a également induit une réduction de la lipogenése de novo. De maniére intéressante, les oméga-3
permettraient donc non seulement de prévenir des adaptations musculo-squelettiques et immunitaires
mais préviendraient également le développement d’une dyslipidémie sans pour autant protéger contre
le développement d’une insulino-résistance [201].

Cependant, d’autres études ont également montré un effet bénéfique de la consommation d’oméga-3
sur la sensibilité a 1’insuline chez des patients atteints de stéatose hépatique [202].

Des ¢études se sont également intéressées aux roles d’une supplémentation en vitamines. Azzi et al. ont
d’ores et déja montré que la vitamine E, plus précisément I’a-tocophérol interviendrait dans la
signalisation cellulaire et régulerait I'expression d'un grand nombre de génes impliquées dans les
défenses anti-oxydantes mais également dans la régulation de la protéolyse musculaire [203]. Une
¢tude s’est d’ailleurs intéressée a I’impact d’une supplémentation en vitamine E sur 1’atrophie
musculaire occasionnée par I’exposition aux conditions microgravitaires au sein d’une population de
rats suspendus. Cette étude a montré que le traitement de rats avec de la vitamine[204] E, avant et
pendant une suspension de 14 jours a permis d’atténuer I'atrophie au niveau du muscle soléaire. Bien
que le traitement en vitamine E n'ait pas permis de réduire I’expression des marqueurs du stress
oxydatif, ces résultats suggérent un mécanisme indépendant de 1’action anti-oxydante pour l'action de
la vitamine E. Un certain nombre de geénes impliqués dans la protéolyse musculaire (ucalpaine,
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caspase-3, -9, -12) et deux ubiquitines ligases liées a 'atrophie musculaire (MURF1 et atrogine-1) ont
été régulées négativement par la vitamine E. Ces résultats constituent un mécanisme de signalisation
alternatif permettant de comprendre les effets protecteurs de la vitamine E au niveau musculaire suite
a I’exposition a des conditions microgravitaires chez I’animal. L’ensemble de ses résultats témoignent
en faveur de 'utilisation de la vitamine E en tant qu’adjuvant pour protéger les cellules musculaires
de I’atrophie [205]. D’autre part, la supplémentation intra-gastrique journaliére de vitamine E (15mg)
sur un mod¢le de rats suspendus n’a pas permis de prévenir la perte de masse musculaire au sein d’une
population de rats suspendus. De plus, la supplémentation en vitamine E a induit une augmentation
des concentrations de glutathion disulfure et une diminution du taux de glutathion au sein du muscle
squelettique, en comparaison des rats du groupe controle. Ces données indiquent donc que la
supplémentation en vitamine E a induit un stress oxydant au sein des muscles squelettiques au sein
d’un mod¢le de rats suspendus [206]. Comparé a une autre étude menée sur une population de rats
suspendus, la supplémentation avec 15mg de vitamine E était trop importante pour induire une action
anti-oxydante. En effet, Kondo et al. avaient administré une dose de 6mg de vitamine E pendant 6
jours d’immobilisation et avaient montré un impact antioxydant de la vitamine E au sein de la
population de rats suspendus [207].

Sur la base de ces résultats sur modele animal, de nouvelles études sur les dosages de vitamine E
doivent étre effectuées. De plus, de nouvelles études menées sur I’homme suite a une exposition a la
microgravité devraient permettre d’évaluer 1’efficacité de la vitamine E en tant que contremesure
nutritionnelle pour étre ensuite implantée au cours des futures missions spatiales.

Des études sur modéle animal en vol ont montré que 1’atrophie musculaire était associée a une
augmentation de 1’ubiquitination des chaines lourdes de myosine ainsi que I’augmentation de la
dégradation de ces mémes chaines lourdes de myosine au sein des muscles gastrocnémiens atrophiés
[208]. En particulier, il a ét¢ montré que deux ubiquitine-ligases étaient impliquées dans 1’atrophie
musculaire, a savoir 1’atrogine-1/MAFbx et MURF1 [209, 210]. Par ailleurs, 1’atrophie musculaire est
associée a un stress oxydant qui induit une stimulation des ubiquitine-ligases [183, 211]. Ainsi, le
stress oxydant peut €tre un important déclencheur des voies de signalisation conduisant a une atrophie
musculaire au cours de longues périodes d'immobilisation [204], d’ou I’intérét d’étudier I’impact de
compléments nutritionnels antioxydants. En particulier, les polyphénols, antioxydants naturels, ont
démontré¢ leur utilité.

Des études in vitro menées sur des myotubes et myoblastes de souris soumis a des conditions
microgravitaires ont induit une augmentation de 1’expression des ubiquitine-ligases MURF1 et
Atrogine-1. Cependant, une supplémentation en épicatechine, epicatechine gallate, epigallocatechine
gallate ou quercétine a permis de réduire 1’expression des ubiquitine-ligases MURF1 et Atrogine-1 en
comparaison du groupe controle [204]. Ainsi, cette étude met en évidence que les polyphénols peuvent
étre une contremesure micronutritionnelle efficace pour lutter contre le stress oxydant, et indirectement
sur 1’atrophie musculaire induits par des conditions de simulation de microgravité.

Une autre étude in vitro a montré qu’une supplémentation en isoflavones permettait d’inhiber la
régulation positive de la signalisation inflammatoire médiée par MURF-1 au sein des myotubes. Les
auteurs indiquent également que le bénéfice apporté par la supplémentation en isoflavones a impliqué
I’activation de SIRT-1, induisant une inhibition de la voie de signalisation NFKB [212]. D’apres ces
¢tudes menées in vitro, il semble qu’une supplémentation nutritionnelle a base de polyphénols puisse
s’avérer efficace pour lutter contre le stress oxydant et I’atrophie musculaire associée.
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Une étude menée par Mukai et al. s’est intéressée a I’impact d’une injection intramusculaire
quotidienne de quercétine, composé antioxydant retrouvé dans de nombreuses plantes, au sein de
muscle gastrocnémien de souris au cours d’une étude de suspension de 10 jours. Au cours de cette
¢tude, le groupe de souris suspendus sans supplémentation a montré une réduction du rapport poids du
muscle gastrocnémien/poids total. De méme, la suspension a induit une augmentation de 1’expression
d’ARNm de I’atrogine-1 et de MURF-1. Enfin, la suspension a induit une ¢lévation des taux de
substances réagissant avec 1’acide thio-barbiturique, marqueur de I’oxydation des lipides en
comparaison du groupe non supplémenté et non suspendu. Au contraire la supplémentation en
quercétine a permis de maintenir le ratio poids du muscle gastrocnémien : poids total au cours de
I’expérimentation tout en supprimant I’induction d’atrogine-1 et de MURF-1 et en inhibant I’¢lévation
du taux de substances réagissant avec 1’acide thio-barbiturique suite aux 10 jours de suspension [213].
Ces résultats démontrent que l’injection intramusculaire de quercétine peut prévenir l'atrophie
musculaire induite le modele de suspension par I’intermédiaire d’une inhibition de 1’induction des
ubiquitine-ligases atrogin-1 et MURF-1.

Certains isoflavones se sont avérés efficaces mais les résultats les plus probants restent attribués au
resvératrol, un isoflavone retrouvé abondamment dans le raisin et le vin rouge [212]. Momken et al.
ont testé I’impact d’une supplémentation en resvératrol (400mg/kg/j) sur un modele de rats suspendus
(14 jours). Les résultats de cette étude ont démontré que la supplémentation en resvératrol permettait
le maintien de la balance protéique (Figure 18G), de la masse musculaire du muscle soléaire (Figure
18A) ainsi que de la force maximale de contraction du méme muscle (figure 18C). La supplémentation
en resvératrol a également permis de maintenir la capacité mitochondriale a oxyder le palmitoyl-
carnitine (Figure 18E) et a permis de réduire le stress oxydant (Figure 18F) via la réduction d’un
biomarqueur du stress oxydant, a savoir le ratio glutathion (GSH) vs glutathion disulfure (GSSG), au
sein du muscle soléaire. Au niveau moléculaire, les auteurs rapportent également une préservation du
contenu protéique de SIRT-1 (Figure 18D) et de COXIV au sein du muscle soléaire. SIRT-1 est un
facteur de transcription qui permet de stimuler la biogénése mitochondriale, notamment par
I’intermédiaire de PGC-1a tandis que COXIV code pour la sous-unité IV de la cytochrome oxydase
et est donc également impliquée dans la biogénese mitochondriale. Une préservation de ces protéines
lors de la suspension permet donc une meilleure biogénése mitochondriale et garantit ainsi une plus
grande absorption et utilisation des substrats énergétiques ainsi qu’une meilleure respiration
mitochondriale. Par ailleurs, 1’étude révele également que la supplémentation en resvératrol a permis
de préserver la sensibilité a I'insuline (Figure 18H) ainsi que le trafic et 'oxydation des lipides (Figure
18I). Ces derniers résultats sont probablement associés au maintien de 1’expression de FAT/CD36, de
CPT-1 et de PGC-1a au niveau musculaire. Enfin, la supplémentation en resvératrol a maintenu la
densité minérale osseuse (Figure 18J) et la résistance du fémur au cours de la suspension de 14 jours
[214]. L’ensemble de ces résultats indiquent que la simple utilisation du resvératrol en tant que
supplémentation nutritionnelle permet de prévenir des adaptations majeures des fonctions
physiologiques qui surviennent au cours d’un modele de simulation de microgravité. Ces résultats
encourageants permettent d’envisager 1’utilisation du resvératrol comme contremesure nutritionnelle
au cours des futures missions spatiales. Pour cela, des études ont testé 1’efficacité du resvératrol sur
I’Homme mais la revue de littérature de Novelle et al. indique que les résultats obtenus chez 1 ‘Homme
ne sont pas si unanimes [215].
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Figure 18 : Impact d’une supplémentation en resvératrol (400mg/kg/j) sur un modele de rats suspendus pendant 14 jours.
(Adapté de Momken et al. 2011)

A. Masse du muscle soléaire B. Pourcentage de chaine lourde de myosine de type I et Ila au sein de sections transversales
de muscle soléaire C. Force maximale de contraction du muscle soléaire D. Contenu protéique de SIRT-1 au sein du muscle
soléaire E. Capacité mitochondriale a oxyder le palmitoyl-carnithine F. Ratio GSH/GSSG témoin du stress oxydant au sein
du muscle soléaire G. Balance protéique H. Sensibilité a 1’insuline I. Oxydation lipidique J. Densité minérale osseuse. C :
Groupe Controle, HH : Groupe suspendu, CR : Groupe contrdle + Resvératrol, HHR : Groupe suspendu + Resvératrol.
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ii. Données issues de la population générale

Compte tenu des résultats obtenus suite a I’utilisation de divers composés nutritionnels, il apparait que
la consommation de chacun de ces suppléments individuellement permet de prévenir/ réduire certaines
altérations engendrées par le déconditionnement spatial, soit sur le systéme osseux, sur le systéme
musculaire, au niveau métabolique, sans pour autant parvenir a maintenir 1’ensemble des fonctions
physiologiques. Ces constatations ont permis 1’émergence d’un nouveau concept basé sur 1’utilisation
combinée de différentes sources d'un mélange de molécules et de dérivés naturels sous forme de
cocktail nutritionnel. L’action en synergie de différents micronutriments aurait un impact positif et
additionnel par rapport a I’'usage d’un seul type de supplément nutritionnel avec un impact sur plusieurs
systémes physiologiques. Les composés nutritionnels anti-inflammatoires et antioxydants démontrent
un intérét particulier. En effet, le statut inflammatoire au sein de personnes obéses a été proposé comme
une voie de développement de maladies métaboliques et différentes études suggeérent un lien entre
I’inflammation et le stress oxydant dans 1’athérogenése [216] ainsi que dans [’obésité et le
développement d’une stéatose hépatique [217]. De cette maniére, une réduction du statut
inflammatoire pourrait prévenir l'apparition de troubles et de maladies liés au surpoids. Or, de
nombreux aliments disposent d’actions anti-inflammatoires et anti-oxydantes. A titre d’exemple, le
régime méditerranéen s’articule autour de la consommation de nombreux aliments aux propriétés anti-
inflammatoires et ce mode de vie est d’ailleurs associé a une réduction de maladies cardiovasculaires
et une prévention du diabete de type 2 [218-221]. Sur la base des similitudes entre les études spatiales
menées au sein d’une population d’individus sains assujettis a des conditions qui impactent
négativement les fonctions physiologiques de I’organisme et les études précliniques et/ou cliniques
menées au sein de populations sédentaires en situation pathologique (diabéte, obésité, maladies
cardiovasculaires) ou non, il est possible de s’appuyer sur les résultats de ce type d’études pour évaluer
I’impact des cocktails nutritionnels en vue d’une potentielle application pour les prochaines études
spatiales.

Selon la revue de Serrano et al., la flexibilité mitochondriale et métabolique est une caractéristique
importante dans le maintien de la vie. Ainsi, les individus métaboliquement flexibles ont la capacité
d’oxyder a la fois des glucides et des lipides et d’effectuer une transition dans I’oxydation de ces
substrats en réponse au signal hormonal. Au contraire, la plupart des maladies chroniques
dégénératives ont en commun une incapacité a s’adapter a I’exces d’énergie disponible. Une atteinte
cellulaire au sein du systeme permettant de réguler 1’oxydation des substrats énergétiques est
susceptible d’engendrer des effets systémiques sur la sant¢ métabolique d’un individu et donc une
inflexibilité métabolique. Par exemple, la résistance a I’insuline est associée a une incapacité a adapter
I’oxydation des substrats en fonction de leur disponibilité, ce qui induit une réduction de 1’oxydation
des glucides suite a une stimulation par I’insuline et en une moindre activation du catabolisme des
lipides, entrainant ensuite un stockage ectopique de lipides et une lipotoxicité délétére au signal de
I’insuline. Des données mettent en évidence le concept d’altérations mitochondriales pour le
développement d’une inflexibilit¢é métabolique par I’intermédiaire d’altérations des fonctions
mitochondriales et la génération d’especes réactives oxygénées. Ainsi, les polyphénols peuvent étre
utilisés pour cibler les mitochondries et moduler les taux d’espéces réactives oxygénées. Les
polyphénols ont diverses actions biologiques en plus de leur action anti-oxydante et bien que les
mécanismes d’action ne soient pas clairement identifiés différentes publications ont montré 1’ intérét
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d’une supplémentation en polyphénols dans la modulation de la flexibilit¢ mitochondriale et
métabolique a travers différents modeles d’études (Tableau 2). Ainsi, une supplémentation a permis
d’augmenter le nombre de mitochondries au sein du foie et des muscles squelettiques par
I’intermédiaire d’une activation de SIRT-1 et PGCla. Chez I’Homme, I’ingestion epicatéchine a une
population de patients atteints de diabéte de type II a entrainé une stimulation de de la biogénése
mitochondriale au sein de muscles squelettiques, toujours grace a I’activation de SIRT-1 et PGCla.

Tableau 2: description des effets de composés polyphénoliques sur la flexibilité mitochondriale et métabolique.
(Adapté de Serrano et al. 2016)

Compound Effect Mechanism Type of Study

Increased number of
Resveratrol mitochondria in SIRT1 and PGC-lax Animal model

. activation
liver and muscle

Increased mtDNA and

SIRT1 and PGC-1a

Quercetin cytochrome c content in .. Animal model
R activation
muscle and brain
Epicatechin-rich cocoa M1tf)chonc‘ir1al. biogenesis SIRT1 apd PGC—loc Human study
stimulation in muscle activation

Coumestrol Increaseq mitochondrial content SIRT1 activation Cell culture
in muscle cells

Quercetin, kaempferol, Inhibitors of HO, production Inhibition of complex
. . . . .. Cell culture
epicatechin by mitochondria I activity
Enhanced thermogenic capacity
Grape seed and improvement in . .
proanthocyanidin extract mitochondrial function in Not described Animal model

brown and adipose tissue

Complex I activity recovery Functioning as

. . . electron carriers in a Isolated
Anthocyanins and increase in the .. . .
. similar way as mitochondria
rate of ATP synthesis
coenzyme Q1
Modulation of the Decreased fluidity of Isolated
Galangin mitochondrial permeability the mitochondrial . .
i mitochondria
transition pore membrane
Epigallocatechin Modification n mitochondrial AMPKu« activation Animal model
architecture
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Les acides gras poly-insaturés riches en oméga-3 tels que 1’acide eicosapentaenoique (EPA) et I’acide
docosahexaenoique (DHA) sont également reconnus comme des suppléments nutritionnels qui
bénéficient aux patients atteints de diabete de type II. Les effets métaboliques des acides gras riches
en oméga-3 résultent de leur interaction avec différents systémes de I’organisme. Au niveau du foie,
des effets hypolipidémiques sont observés dus a la réduction de la lipogenése, une réduction de la
formation de triacylglycérols, une moindre libération des VLDL au sein de la circulation, et une
augmentation de ’oxydation des acides gras. De méme, les acides gras riches en oméga-3 sont
¢galement susceptibles d’induire un changement dans 1’oxydation des substrats énergétiques vers
I’augmentation de 1’oxydation des lipides et une réduction de 1’oxydation des glucides. Enfin, ils
semblent également affectés le développement du tissu adipeux, son métabolisme ainsi que ses
sécrétions. Ainsi, une revue non exhaustive d’études ayant montré des effets d’une supplémentation

en oméga-3 sur les réactions métaboliques et les fonctions mitochondriales est présentée en Tableau
3.

Tableau 3: description des effets d’une supplémentation en acides gras riches en oméga-3 sur le métabolisme et
les fonctions mitochondriales (Adapté de Serrano et al. 2016)

Product Effect Mechanism Type of Study
. . Improvement in Increased content or .
Fish oil mitochondrial efficiency enhanced kinetics of ETC Animal model
Fish oil Reduced body fat mass Stimulation of lipid oxidation Human study
Fish oil Decrease in insulinemia Increased lipid oxidation Human study
Improve in mitochondrial Incorporation in mitochondrial
DHA + EPA P L membranes, displacing w-6 species Human study
ADP kinetics . .. .
in several phospholipids population
2+ _;
DHA + EPA Decrease in HoOj production ~ Lnereased tolerance to Ca™-induced 1) 104 mitochondri
MPTP opening
Fish oil Improvement 1212‘;[;113 production in Improvement in membrane fluidity Animal model
. L Increase in the length of
EPA and DHA I““I‘z“osg - ";Tsl?rfﬁj rfguci‘eos“ "™ mitochondrial tubes by an increase Cell culture
vels i hepatocy in Mfn2 mRNA levels
EPA Restoration of skeletal muscle Increase in coupling efficiency of the Animal model

mitochondrial capacity

ETC

72



Il existe donc de nombreuses publications mettant en évidence des effets positifs de différents
polyphénols (resvératrol, quercétine) et d’acides gras riches en oméga-3 pour prévenir/réduire les
situations d’inflexibilité métabolique. Bien que les mécanismes ne soient pas clairement identifiés, une
interaction indirecte avec le métabolisme mitochondrial est suggérée.

En mati¢re d’études précliniques, une étude s’est intéressée a I’impact d’un cocktail antioxydant sur
des rats atteints du syndrome d’absence de sensibilisation a I'insuline induite par les repas (AMIS). Ce
syndrome survient avec 1’age et est caractérisé par une hyperglycémie, une hyper insulinémie, une
hyperlipidémie, une augmentation du stress oxydant, et une obésité, le tout évoluant vers le
développement d’un diabéte. De plus, la consommation de saccharose potentialise les effets négatifs
de ce syndrome. Lautt et al. ainsi que différentes études (revue de Wang et al.) ont affirmé que la
consommation d’un cocktail antioxydant composé de S-adénosyl-méthionine, de vitamine C et de
vitamine E (SAMEC) permettait de protéger contre le développement de 'AMIS avec le temps et
inhibait complétement les effets négatifs du saccharose sur le développement de I'AMIS [222, 223].
L’utilisation synergique de composés nutritionnels montrent un impact positif sur différents systemes
au sein du modele animal. Chez I’Homme, une approche par cocktail & base de polyphénols (2g/j
pendant 8 semaines) a montré une réduction du stress oxydant et une préservation de la sensibilité a
I’insuline suite a une période de suralimentation sous forme de fructose au sein d’une population
d’individus obeses [224]. Plus encore, I’impact de suppléments nutritionnels sous forme de cocktail a
d’ores et déja était testé et a démontré des effets bénéfiques au niveau du stress oxydant et de
I’inflammation au sein d’une population d’individus en surpoids atteints de diabéte de type 2 [225].
Au cours de cette derniére, 36 individus souffrant d’obésité se sont vus administrer un traitement de
cing semaines a base de resvératrol, vitamine E, vitamine C, acides gras sous forme d’oméga-3 ainsi
que des extraits de tomates. Les résultats de 1’étude indiquaient une réduction du stress oxydant et de
I’inflammation, notamment au niveau du tissu adipeux ainsi qu’une augmentation de 1’oxydation
lipidique au niveau du foie et une réduction de la synthése de triglycérides.

Une autre étude s’est également focalisée sur I’impact d’une supplémentation en antioxydants sur le
stress oxydant, I’inflammation et les fonctions hépatiques chez des enfants et des adolescents en
surpoids ou obéses. Le cocktail antioxydant utilisé lors de 1’étude publiée par Murer et al. consistait
en I’ingestion quotidienne de vitamine C (500mg /j), vitamine E (400IU/j) et de sélénium (50ug/j) sur
une période de quatre mois. A la suite de 1’étude, il apparait que le cocktail a été bien toléré au cours
des quatre mois d’ingestion et a permis de réduire le stress oxydant. Les résultats indiquent également
un possible ralentissement de la progression de troubles hépatiques observés a partir de 1’évolution des
aminotransférases (ALT et AST). Par contre, la supplémentation en antioxydants n’est pas parvenue a
réduire l'inflammation systémique chez les enfants et les adolescents obéses ou obéses [217]. De
manicre intéressante, cette ¢tude a permis d’obtenir des résultats encourageants via la consommation
d’un cocktail d’antioxydants tandis que des études similaires évaluant 1’impact de chacun des
composés individuellement n’avaient pas permis de tirer des conclusions sur 1’intérét de tels composés
sur les mémes fonctions physiologiques.

Plus encore, une étude récente s’est intéressée a 1’impact d’une co-supplémentation en oméga-3
(1000mg/j) et en vitamine E (400 Ul/j) au cours d’une période de 12 semaines chez des patientes
atteintes du syndrome des ovaires polykystiques. Cette population est également intéressante car des
¢tudes rapportent que 50% de femmes atteintes de ce syndrome sont également insulino-résistantes et
qu’elles sont d’autant plus a risque de développer un diabéte de type II. A la suite des 12 semaines

73



d’intervention, la co-supplémentation en oméga-3 et vitamine E a permis de réduire différents index
d’évaluation de résistance a I’insuline et d’augmenter un index de sensibilité a I’insuline. Les
mécanismes par lesquels les oméga-3 et la vitamine E peuvent influencer les marqueurs du
métabolisme de I’insuline restent inconnus. Toutefois les auteurs formulent une hypothése impliquant
une ¢lévation de la concentration de I’adiponectine permettant d’améliorer la sensibilité a I’insuline.
Au sein du muscle, I’adiponectine stimulerait I’AMPK, ce qui permettrait ensuite de stimuler les voies
de signalisation pro-oxydatives. Par ailleurs, les auteurs précisent que 1’action de la vitamine E
impliquerait I’inhibition de la voie de signalisation NFkB, comme cela avait déja été documenté [226].
Cette étude ajoute de nouveaux arguments en faveur de ’utilisation combinée d’oméga-3 et de
vitamine E en tant que contremesure nutritionnelle.

Une étude s’est également intéressée a 1’impact d’une co-supplémentation en resvératrol et en
quercétine pour contrer le stress oxydant et I’inflammation en réponse a I’exercice physique. Dans une
¢tude croisée, 14 athlétes ont ingéré un placebo ou 120mg de resvératrol et 225mg de quercétine
pendant 6 jours et 240mg de resvératrol et 450mg de quercétine juste avant la pratique d’un exercice
physique qui consistait a courir une heure de course sur tapis roulant a environ 80% de la VO2max des
participants. Les résultats indiquent que la co-supplémentation en resvératrol et en quercétine a atténué
la péroxidation lipidique suscité par 1’exercice physique. Cependant la supplémentation n’a pas permis
de contrebalancer I’inflammation et le statut antioxydant plasmatique suite a I’exercice physique. Ces
résultats indiquent que le resvératrol et la quercétine, antioxydants naturels ne fonctionnent pas in vivo
comme pourrait le faire d’autres composés antioxydants malgré leur haute capacité anti-oxydante.
Cette ¢tude suggere donc que d’autres mécanismes sont impliqués dans la réduction du stress oxydant
[227].

Auparavant, les contremesures étaient développées pour cibler une a deux adaptations engendrées par
la microgravité ; aujourd’hui il semble primordial d’évaluer la réponse de I’ensemble des organes afin
de comprendre et mettre en évidence d’éventuelles conséquences non désirées au sein d’organes non
ciblés par les contremesures. En vue de I’exploration spatiale vers Mars, la pensée se doit d’étre
intégrative et holistique. Pour cela, il convient de développer des contremesures qui permettent de
protéger I’intégralité des fonctions physiologiques de I’organisme. De plus, I'impact de différentes
contremesures combinées dans le but de mettre en évidence des effets synergiques et antagonistes
doivent étre le fruit des futurs travaux dans ce domaine. Il est trés probable que 1'exercice physique
constitue la base du programme de contremesures et qu'il pourrait étre complété par d'autres
contremesures qu'il reste encore a déterminer, mais qui pourraient inclure des aides gravitationnelles
et/ou compressives, immunitaires, psychologiques, des produits pharmacologiques, tout comme des
suppléments nutritionnels [20]. Sur le plan de la nutrition, des preuves venant de nombreuses
publications portant sur des modeles animaux, des données épidémiologiques, ou des essais cliniques
démontrent qu’au-dela du maintien de la balance énergétique et de la composition en macronutriments,
I’apport d’¢éléments nutritionnels spécifiques peut étre bénéfique. Bien que les mécanismes ne soient
pas encore clairement établis de nouvelles études impliquant 1’utilisation combinée de contremesures
nutritionnelles sous forme de cocktail doivent permettre d’obtenir de nouvelles informations en vue de
garantir I’utilisation de telles contremesures lors des futures missions spatiales de longue durée, et plus
particulierement pour I’exploration humaine vers Mars prévue a 1’horizon 2020-2030. Au cours de ce
projet de thése, I'intérét a été porté sur I’impact d’une contremesure anti-oxydante et anti-
inflammatoire basée sur un cocktail de polyphénols ainsi qu’une supplémentation en oméga-3, en
vitamine E et en sélénium.
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a. Objectifs généraux

L’objectif fondamental de ce travail de thése consiste a mettre en évidence les mécanismes qui
permettent d’expliquer 1’hypothése de 1’adaptation métabolique qui s’établit au cours d’un alitement
prolongé. En lien avec la cascade d’événements précédemment proposée par notre équipe de
recherche, cette thése a pour objectif principal de caractériser 1’état d’inflexibilit¢ métabolique induit
par le modéle de simulation de microgravité¢ qu’est I’alitement prolongé. Un autre objectif, plus
applicatif, consiste a faire progresser nos connaissances dans la mise au point de contremesures. Cette
thése a pour but de démontrer I’impact d’une contremesure nutritionnelle sous forme de cocktail
composé d’antioxydants et d’anti-inflammatoires pour prévenir/réduire le déconditionnement
métabolique engendré par une étude d’alitement prolongé de 60 jours. Toutefois, compte tenu des trés
larges colits engagés dans les études d’alitement prolongé, le cocktail nutritionnel a fait 1’objet d’une
¢étude de faisabilité chez ’Homme en condition de vie libre avant d’étre utilisé au cours de 1‘étude
clinique principale du projet de these.

Le premier chapitre est dédié¢ a une étude de faisabilité menée en 2015. Les adaptations métaboliques
et fonctionnelles engendrées par I’inactivité physique et la supplémentation nutritionnelle sous forme
de cocktail d’antioxydants et d’anti-inflammatoires ont été testées au cours d’un protocole de
sédentarisation de 20 jours sur une population d’hommes actifs en condition de vie libre. Cette étude
pilote a permis de valider I’utilisation du cocktail nutritionnel comme contremesure lors de I’étude
d’alitement prolongé de 60 jours qui s’est tenu au cours de I’année 2017.

A ce titre, le second chapitre de cette thése porte sur I’impact de 60 jours de microgravité simulée sur
le métabolisme lipidique, la sensibilité a I’insuline, I’inflammation, le stress oxydant et la flexibilité
métabolique et le stockage ectopique. En parallele, la contremesure nutritionnelle sous forme de
cocktail a été évaluée dans le but de prévenir/réduire les troubles métaboliques engendrés par
I’alitement.

b. Hypothéses

L’ensemble des travaux de recherche entrepris au cours de ce travail de thése cherche a déterminer si
les résultats suivent I’hypothése d’un impact négatif de I’inactivité physique sévere engendrée par la
microgravité sur le métabolisme lipidique, I’inflammation, la sensibilit¢ a D’insuline et le
développement d’une inflexibilit¢ métabolique et le stockage ectopique des graisses.

Le premier chapitre a pour but de tester I’hypothése selon laquelle 1’induction d’une période
d’inactivité physique couplée a une surnutrition glucidique sous forme de fructose chez des individus
sportifs a pour conséquence une détérioration métabolique et fonctionnelle de 1’organisme qui se
manifeste par une réduction de la sensibilité a I’insuline / le développement d’une insulino-résistance,
un stockage ectopique de lipides au niveau du foie, la stimulation de la lipogenése de novo, une
atrophie musculaire ainsi qu’une augmentation de I’inflammation et du stress oxydant. L’ensemble de
ces atteintes a pour conséquence le développement d’une inflexibilité métabolique. Nous émettons
¢galement I’hypothése que la supplémentation nutritionnelle en antioxydants et anti-inflammatoires
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permettra de prévenir 1’ensemble des adaptations engendrées par la sédentarisation et la surnutrition
glucidique.

Le second chapitre entreprend de tester 1’hypothése selon laquelle 1’alitement prolongé de 60 jours
induit une réduction de la sensibilité a 1’insuline. Nous émettons également I’hypothése que 1’alitement
entraine une réduction de la capacité a oxyder des lipides tout en augmentant 1’oxydation glucidique a
jeun et en situation postprandiale. Ce changement d’oxydation des substrats énergétiques aurait pour
conséquence une augmentation du relargage des lipides d’origine alimentaire dans la circulation
plasmatique. Ces adaptations engendreraient une hypertriglycéridémie ainsi qu’un stockage ectopique
de lipides au niveau musculaire et hépatique. Nous supposons que 1’alitement prolongé aura également
une incidence sur le développement de 1I’inflammation et du stress oxydant. Nous prévoyons également
que I’ensemble de ces adaptations induit le développement d’une inflexibilité métabolique mise en
¢vidence grace a un challenge métabolique sous forme de surnutrition glucidique.

En parallele, I’hypothése que la contremesure anti-oxydante et anti-inflammatoire sous forme de
cocktail permette de prévenir/réduire I’ensemble des adaptations induites par 1’alitement prolongé de
60 jours est également posée.
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Pilot study: a nutrient cocktail prevents lipid metabolism
alterations induced by 20 days of daily steps reduction and
fructose overfeeding: Result from a randomized study

a. Resume

Microgravity imposes physical inactivity and muscle disuse, which led to the development of
metabolic alterations including the development of insulin resistance, an inability to burn fat as fuel,
hypertriglyceridemia, metabolic inflexibility. We believe altogether these changes are leading to the
storage of ectopic fat, which exacerbates the development of insulin resistance at the peripheral tissue
level and at the whole-body level. Many countermeasures have been used to prevent / reduce
inactivity adaptations, but not all have been effective. In recent years, numerous studies have shown
that omega-3 fatty acids supplementation, vitamins and micronutrients help to reduce the effects of
spatial deconditioning on bones, with a reduction in loss of mineral bone density loss, better protein
synthesis and bone maintenance or insulin sensitivity for example. However, it does not appear that
the consumption of any of the micronutrients proposed may be sufficiently powerful to counterbalance
the deleterious effects of physical inactivity. For this reason, the concept of nutritional cocktail is
interesting and recent data show that the combined consumption of nutritional supplements would
induce synergistic effects to trigger positive metabolic responses. While these micronutrients would
reduce the risk of developing metabolic disease, no study in the literature reports their impact on
metabolic alterations caused by physical inactivity. For this reason, we proposed the use of a new
cocktail of antioxidants and anti-inflammatories, composed of polyphenols, omega-3, vitamin E and
selenium. The best way to reproduce the physiological adaptations that astronauts experience in space
on Earth and to test countermeasures is to use the bed-rest model paradigm. However, these
experiments have a very large cost and requires a complex logistic. Other physical inactivity paradigms
exist, such as the reduction of daily steps in physically active participants. In this study, we tested the
ability of the cocktail to prevent metabolic alterations caused by a sedentarization protocol on twenty
healthy trained men randomly divided into a control group (no supplementation) and a cocktail group.
During twenty days of enforced physical inactivity along with fructose overfeeding during the last ten
days. Fructose overfeeding was used to potentiate the metabolic alterations induced by physical
inactivity.

Despite cocktail consumption did not prevent the decrease in insulin sensitivity during sedentarization,
nutritional supplementation completely prevented the development of hypertriglyceridemia as the drop
in fasting HDL and the increase in de novo lipogenesis. In addition, the cocktail prevented the decrease
in muscle fibers cross sectional area associated with a lower ubiquitination content. Moreover, the
cocktail supplementation also improved the anti-oxidant capacity following OGTT.

In conclusion, it appears that the consumption of this nutrient cocktail composed of antioxidants and
anti-inflammatories protects the lipid metabolism alterations induced by physical inactivity and
fructose overfeeding.
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ABSTRACT

Context: Physical inactivity and sedentary behaviours are independent risk factors for numerous
diseases.

Objective: We examined the impact of a nutrient cocktail composed of polyphenols, omega-3 fatty
acids, vitamin E and selenium to prevent the expected metabolic alterations induced by physical
inactivity and sedentary behaviors.

Design/Setting/Participants: Twenty healthy trained men (averaging~14,000 steps/d and engaged in
sports) were randomly divided into a control group (no supplementation) and a cocktail group for a
20-day free-living intervention during which they stopped exercise and decreased their daily steps to
averaging~3000. During the last 10 days, metabolic changes were further triggered by fructose
overfeeding. On days 0, 10 and 20, body composition (DXA), blood chemistry, glucose tolerance
(OGTT) and substrate oxidation (indirect calorimetry) were measured. Glucose tolerance included 1%
fructose labelled with (U-13C) fructose to assess liver de novo lipogenesis. Histological changes and
related cellular markers were assessed from muscle biopsies collected on days 0 and 20.

Results: While the cocktail did not prevent the decrease in insulin sensitivity and its muscular
correlates induced by the intervention, it fully prevented the hypertriglyceridemia, the drop in fasting
HDL and total fat oxidation, and the increase in de novo lipogenesis. The cocktail further prevented
the decrease in type-Ila muscle fiber cross-sectional area and was associated with lower protein
ubiquitination content. The circulating anti-oxidant capacity was improved by the cocktail following
the OGTT.

Conclusion: A cocktail of nutrient compounds from dietary origin protects against the alterations in
lipid metabolism induced by physical inactivity and fructose overfeeding.

82



New & Noteworthy:

This is the first study to test the efficacy of a novel dietary nutrient cocktail on the metabolic and

physiological changes occurring during 20 days of physical inactivity with fructose overfeeding.

The main findings of this study are that (i) reduction in daily steps leads to decreased insulin sensitivity

and total fat oxidation, resulting in hyperlipemia and increased de novo lipogenesis; and (ii) a cocktail

supplement prevents the alterations on lipid metabolism.

Keywords: nutrition; physical inactivity; sedentary behaviors; countermeasure; polyphenols; omega-

3 fatty acids; selenium; vitamins; OGTT

Abbreviations:

Akt: Protein kinase B

AUC: Area under the curve

BSA: Bovine serum albumine

CSA: Cross sectional area

CPT1: Carnitine palmitoyl transferase 1

DHA: Docosahexaenoic acid

DRI: Dietary references intake

DXA: Dual energy X-ray

EPA: Eicosapentaenoic acid

FABPpm: Fatty acid binding protein plasma membrane
FAT/CD 36: Fatty acid transport CD36

FATP1: Fatty acid transport protein 1

FM: Fat mass

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GSH: Glutathione

GSK3: Glycogen synthase kinase 3

GSSG: Glutathione disulfide

HDL: High density lipoprotein

HMW: High molecular weight

HPLC: High performance liquid chromatography
IRMS: Isotope ratio mass spectrometry

LBM: Lean body mass

LCcoA: Long chain acyl co-A

LPL: Lipoprotein lipase

MDA: Malondialdehyde

MET: Metabolic equivalent

MPE: Molar percent enrichment

mtGPAT: mitochondrial glycerol-3phosphate acyltransferase
NEFA: Non-esterified fatty acids

NFkB: Nuclear factor kappa beta

NPRQ: non-protein respiratory quotient

OGTT: Oral glucose tolerance test

PBS: Phosphate buffered saline
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PGCla: Peroxysome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1 alpha
ROS: Reactive oxygen species

TG: Triglycerides

UL: Upper limit

VL: Vastus lateralis

VLDL: Very low-density lipoprotein

®-3: Omega-3 fatty acids
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INTRODUCTION

Over the past decade, physical inactivity has emerged as an important risk factor for a number of
chronic metabolic and cardiovascular diseases. In addition, sedentary behaviors have been associated
with adverse health effects [228] even in subjects who meet the levels of current recommendations on
physical exercise [229]. This sedentary death syndrome [230] is responsible for an equivalent number
of deaths to smoking [231] and has prompted numerous research studies to understand the role of
physical inactivity and sedentary behaviors in diseases aetiology and develop efficient preventive
strategies.

Research on the physiology of physical inactivity in humans has been pioneered by researchers
investigating physiological adaptations of astronauts to space environment. To do so, they used a
ground-based model analogue to microgravity, the bed-rest model [9]. Indeed, the hypokinesia and
hypodynamia induced during prolonged bed-rest are largely responsible for the described adaptations
to space. Over the past 60 years, bed-rest studies ranging from as little as 3 days to 120 days have
demonstrated that physical inactivity leads to muscle atrophy and a shift from slow oxidative fibers
towards fast glycolytic fibers [232]. These structural adaptations are strongly associated with the
development of metabolic inflexibility, low-grade inflammation and oxidative stress [233-235]. There
is an increase in fasting and post-prandial glucose oxidation concomitant to an increased spillover of
dietary lipids along with a reduced capacity to burn fat (see [115] for review). The resultant
hypertriglyceridemia leads to ectopic fat storage in the liver, muscle and bone marrow [162] and
contributes to the development of insulin resistance at the muscle level [115]. The role of physical
inactivity and sedentary behaviors in the onset and progression of metabolic diseases have attracted an
increasing attention from the scientific biomedical community over the past decade. Some
investigators have proposed to reduce the number of daily steps of physically active individuals to
study the direct metabolic effects of physical inactivity [236-238]. While these studies confirmed the
findings observed during the bed rest studies at levels of physical inactivity closer to what is observed
in the general population, they did not examine the underlying mechanisms. The physiology of
physical inactivity therefore needs to be further delineated in order to develop strategies to prevent its
deleterious effects.

Recent studies conducted to develop preventive strategies suggest that bioactive nutrients such as
polyphenols, vitamins and essential fatty acids may mitigate some metabolic features of physical
inactivity. However so far, most studies have been tested in rodent analogs of microgravity to induce
muscle disuse atrophy and metabolic disorders. A large body of data exists in human, rodents and
primates demonstrating the effect of polyphenols such as quercetin, resveratrol, cinnamon, grape or
green tea extracts on insulin sensitivity, lipid metabolism, inflammation and oxidative stress (see [239-
246] for recent reviews). In addition, polyphenols supplemented as pure molecules such as 8-
phenylnaringenin (flavanones, [247]), quercitin, (flavonols, [248]), resveratrol (oligostilbens, [214]),
epigallocatechin 3 (catechins, [249]) or as extracts from dietary sources (green tea, apple extracts or
grape seed extracts) prevent several aspects of rodent muscle atrophy and metabolic disorders induced
by disuse while some promote a fatigue resistant muscle fiber phenotype [249-253].
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Vitamin E is also known to have anti-oxidant capabilities, by acting as a reactive oxygen species (ROS)
scavenger, and anti-inflammatory properties through inhibition of the NF-kB pathway, which is well
described in disuse atrophy models to activate proteolytic pathways [254, 255]. Vitamin E
supplementation mitigates disuse atrophy in rats [205], reduces adipose tissue fibrosis, inflammation,
oxidative stress and blood lipids in obese humans [256]. Vitamin E intake is also related to muscle
strength in the elderly [257, 258]. Selenium is often co-supplemented with vitamin E as it scavenges
ROS and boosts the intracellular effects of vitamin E. The combination of these two micronutrients
was also shown to be beneficial on specific dystrophy [259]. Furthermore, selenium has independent
effects on insulin sensitivity and reduces insulin secretion [260]. Although these effects are still
debated there are clear anti-oxidant and anti-inflammatory effects of selenium [261], but not on lipid
metabolism [260].

The role of omega 3 fatty acids (»-3) has been studied for decades. Studies in healthy and unhealthy
humans and animals showed that they improve hepatic insulin sensitivity, lower very-low-density
lipoproteins (VLDL) production and de novo lipogenesis by the liver, and reduce inflammation and
oxidative stress [262-264]. All of these are metabolic features observed in the inactive/sedentary states
[115]. These observations were also reported in presence of fructose overfeeding [201]. Surprisingly,
besides the protective effects of m-3 supplementation during bed-rest and spaceflight on bone markers
[196], no studies have investigated their impact on muscle function during disuse. However, some
studies suggest they could have beneficial effects to prevent against muscle atrophy. In rodent cancer-
induced cachexia, ®-3 fatty acids supplementation prevented muscle atrophy [265] and in the elderly,
they also increased activation of the protein synthesis mTOR pathway in response to insulin
stimulation in the elderly [200, 266].

While the available literature suggests that some bio-active molecules, taken individually or as food
extracts, improve several aspects of muscle and whole-body metabolic control, it is unlikely that any
single micronutrient will be sufficiently powerful to reverse the wide range of deleterious effects
induced by physical inactivity. Recently the notion of nutrient cocktails, to trigger additive and/or
synergistic effects between bio-active compounds, has been proposed [225]. Several studies have
shown that co-supplementing with ®-3 & green tea extracts [267], ®-3 & vitamin E [226, 268], vitamin
E & selenium [269], fish oil & selenium [270], epigallocatechin & resveratrol [271] improve, to some
extent, insulin sensitivity, body composition, fat oxidation, inflammation and oxidative stress in aging
and diseases associated with muscle atrophy including obesity and type 2 diabetes.

While these cocktails have the potential to reduce the risk of metabolic disease there are no studies in
the literature examining their impact on physical inactivity-induced metabolic alterations in humans.
The purpose of this study was to determine the preventive effect of a nutrient cocktail composed of
polyphenols, ®-3, vitamin E and selenium on the metabolic and physiological changes that occur
during 20 days of reduced daily steps and exercise in trained men. To further trigger metabolic
deterioration, dietary fructose supplementation was provided during the last 10 days of the trial. We
hypothesized that the cocktail supplementation would reduce and/or prevent the deterioration in
glucose and lipid metabolism, insulin sensitivity and muscle atrophy that are associated with reduced
physical activity and fructose overfeeding.
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METHODS

Subjects

Twenty healthy trained young men were recruited from the local community. Characteristics are
presented in Table 1. Habitual physical activity was assessed using hip-worn triaxial accelerometry
(Actigraph GT3x+™, Actigraph USA) for 7 days. Subjects were included if they walk >10,000
steps/day, participated in at least two leisure sport sessions per week and were free of any known
diseases. Subjects were excluded if not able to drastically reduce professional, leisure and transport-
related physical activities. This study was approved by the local ethical committee and all subjects
provided written informed consent (NCT03313869, ID-RCB number: 2015-A00665-14).

Experimental design

The experiment outflow is presented in Figure 1. Participants were randomly assigned to control
(n=10) or daily nutrient cocktail supplemented (n=10) groups. Random tables were generated by the
study statistician. The participants, nurses and physicians were not blinded as no placebo pills were
given to the control group; however, the statistician was blinded. During the 20-day study in free-
living conditions, volunteers from both groups were asked to stop exercising and drastically reduce
their daily physical activity. Subjects were instructed to walk a maximum of 2,500-4,000 steps/day.
This was controlled on a daily basis by the subject and the investigators through a wrist-worn Fitbit
pedometer (Fitbit, USA). Accurate data were assessed using an Actigraph GT3x+™ hip-worn
throughout the twenty days of the experiment. Metabolic stress induced by physical inactivity was
boosted during the last ten days of the protocol by ingesting 3g/kg/d of fructose (Vivis® fructose)
mixed with 0.5g/kg/d glucose in water to alleviate intestinal problems [272, 273], on top of their
regular diet. Fasting blood collection, glucose tolerance, substrate oxidation and de novo lipogenesis
were measured at baseline and after 10 and 20 days of reduced activity. Muscle biopsies and body
composition measurements were completed at baseline and after 20 days (Figure 1). Diet was not
controlled during the intervention; subjects were instructed to eat according to their appetite.

Cocktail composition and doses

The supplemented group received a polyphenol nutrient cocktail derived from food sources that consist
of Liliaceae, Vernenaceae, Lamiaceae, Vitaceae, Rubiaceae, Theaceae and Rutaceae Genres consisting
of Allium cepa, Lippia citriodora, Ajuga reptans, Vitis vinifera, Coffea robusta, Camellia sinensis, and
Citrus aurantium. The cocktail is referred to as XXS-2A and was designed by Spiral Company (Dijon,
France). The daily dose was achieved by the ingestion of 3 pills (one at breakfast, lunch and dinner)
to reach a total dose of 529.5 mg/d of polyphenols that was composed of 120 mg/d flavonols (including
quercetin 50 mg), 75 mg/d oligostilbens (including resveratrol 20 mg), 91.5 mg/d hydroxycinnamic
acids (including chlorogenic acid 40 mg), 135 mg/d flavanols (including epigallocatechin gallate 60
mg) and 108 mg/d flavanones (including naringin 30 mg). As there is no Dietary References Intake
(DRI) available for polyphenols, the ~500 mg/d dose was based on several reviews on the
bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans and others studies that tested the effects of
polyphenols on exercise performance and oxidative stress [274-276]. The 3 g daily dose of w-3
(Omacor, Pierre Fabre Laboratories, Toulouse France) was based on French pharmacopeia
recommendations for hypolipemic effects (2-4 g/day) and was provided as 1 pill per meal which is
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within the daily dose used in most clinical studies [262, 263]. This daily dose thus corresponded to 1.1
g of eicosapentaenoic acid (EPA) and 1 g of docosahexaenoic acid (DHA). Vitamin E and selenium
were given as a single daily pill providing 168 mg of vitamin E associated with 80 pg of selenium
(Solgar, Marne la Vallée, France). The DRI for Vitamin E is set at 15 mg/d. The tolerable upper limit
(UL) for intake is set at 1 g in adults, therefore the dose from the commercially available pill was 6
times lower than the UL but 11 times higher than DRI. To capitalize on the cocktail effect, the dose of
vitamin E was two-fold lower the doses that have provided positive effects on metabolism and muscle
[259, 269]. Regarding selenium, the intake reported in most countries presents a large variability. DRI
and UL are respectively set at 55 pg and 400 pg per day. The selected dose provided a daily supplement
that set the daily intake at 135 pg/d which is 3 times lower than the UL and lower than the dose reported
in previous studies [259, 269] in order to capitalize on cocktail effects. The control group did not
receive any supplementation or placebo.

Body composition
Fat mass (FM) and lean body mass (LBM) were assessed by using a dual-energy X-ray absorptiometer
(DXA, HOLOGIC QDR 4500W, USA) at baseline and on day 20 of the experiment.

Physical Activity Patterns

Time spent in sitting and active was determined using a tri-axial accelerometer (ActiGraph GT3X+;
ActiGraph, Pensacola, Fla., USA). Participants were instructed to wear the accelerometer at their right
hip at all times except for bathing during one week before the inclusion and during the all experimental
protocol. At each visit, both raw accelerometry and activity-counts per min were downloaded using
manufacturer software (Actilife 6.13, Pensacola, USA). An automatic activity-recognition algorithm
[277], that identifies sitting time, and an activity-specific energy expenditure model [278], both
developed by our group, were used to determine time spent in a sitting position and in different activity
intensities; cut-points of 1.5-3 METs and >3METs were used for light intensity activity and moderate-
to-very vigorous activity, respectively.

Glucose tolerance and substrate use

Subjects reported to the clinic the evening prior to the test. A standard dinner was given containing
47.7% carbohydrates, 32.5% lipids and 17.8% protein for a total of 918 Kcal intake. An oral glucose
tolerance test (OGTT) was performed after an overnight fast using a mix of 1g/kg of glucose and
0.5g/kg of fructose diluted in 300mL of water; 1% of fructose was labelled with U-'*C-fructose
(Eurisotop, Paris). Following baseline collection and glucose/fructose ingestion, blood samples were
collected every 15-min for the first 3 hours and every 30-min for the 4" hour. Carbohydrate and fat
oxidation rates were determined every hour using canopy dilution respirometry (Quark, Cosmed, Italy)
and the classical equations of indirect calorimetry corrected for urinary nitrogen excretion. Insulin
sensitivity was estimated using the Matsuda Index [279]. Metabolic flexibility, defined as the ability
to adjust nutrient oxidation to nutrient availability and demand, was assessed during the OGTT by
examining the relationship between the variance of plasma insulin and the variance of non-protein
respiratory quotient (NPRQ). As explained previously [280] the variance-derived indexes assume a
metabolically flexible state when the variance in insulin is low and the variance in NPRQ is high; in
other words, when the body has a high capacity to switch from fat to carbohydrate oxidation in
association with small changes in insulin concentration in response to the OGTT. A transition towards
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a metabolically inflexible state is assumed when the variance in insulin increases and/or the variance
in NPRQ decreases.

Exogenous fructose oxidation

Exhaled breath samples were collected at the same time as blood samples. Breath '3C/!2C isotopic ratio
was measured in triplicate on a GasBench system (Thermo Scientific, Germany) connected to a
continuous-flow isotope ratio mass spectrometer (IRMS, DELTA V, Thermo Scientific, Germany).
U-13C-fructose oxidation was calculated as the cumulated percentage dose recovery of *C in expired
CO; per hour over the OGTT, as previously described [281].

Liver de novo lipogenesis

De novo lipogenesis was measured as the apparition of 1-'3C-palmitate from U-!3C-fructose in very
low-density lipoprotein (VLDL). In brief, as previously described [281] VLDL were separated by
sequential ultracentrifugation and total lipids were extracted from VLDL by a modified Folch
technique. TGs were further separated by solid phase extraction and derivatized into methyl esters.
The absolute concentration of both unlabelled and labelled palmitate was measured by gas
chromatography/mass spectrometry (Agilent 5975, Inert XL) through a dual acquisition program in
single ion monitoring m/z ratios of 270 and 271, and calculated by reference to internal standards
added to the plasma. The concentration of 1-1*C-palmitate was calculated by multiplying its molar
percent enrichment (MPE) by the concentration of total palmitate.

Blood sample analyses

Plasma insulin was assessed by radio-immuno assay, and glucose, NEFA and TG were measured by
colorimetric assays and enzymatic methods, as previously described [281]. Reduced and oxidized
glutathione (GSH and GSSG, respectively) concentrations were simultaneously measured by reverse-
phase high performance liquid chromatography (HPLC) as previously described [282]. Total plasma
malondialdehyde (MDA) was determined by reverse-phase HPLC [283]. The antioxidant defenses
were examined using a test based on in vitro free-radical-induced blood hemolysis KRL test (Kirial
International/Spiral, Couternon, France) as previously described [284].

Muscle biopsies and parameters

Muscle biopsies were performed on the mid Vastus Lateralis (VL) under aseptic conditions and after
anaesthesia (2% w/v lidocaine HCl) using Bergstrom skeletal muscle biopsy needle (Lauran
Meédical®, KBM 5/10). One piece was mounted in tragacanthum gum (OCT Compound) for
histological analysis, cooled to the temperature of liquid nitrogen in isopentane, and the remainder was
snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analysis.

Immunohistochemical classification of muscle fibers and cross-sectional area measurements:
Transverse serial cross sections (10 pum thick) of vastus lateralis muscle samples were obtained using
a cryostat at -25°C (HM-560, Microm H), and mounted onto glass microscope slides. Before labeling,
sections were dried and fixed for 10 min in acetone. Sections were then washed in phosphate buffered
saline (PBS), blocked and permeabilized with 0.1% Triton-X100 and 20% horse serum. For muscle
fiber typing and cross sectional areas (CSA) determination, sections were incubated with anti-MyHC
primary antibodies (anti-slow (I) MyHC, BA-D5, Developmental Studies Hybridoma Bank, 1:10; anti-
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fast (II) MyHC, M4276, Sigma-Aldrich, 1:200), and anti-fast (IIA) MyHC, SC-71, Developmental
Studies Hybridoma Bank, 1:10) for 1 h at 37°C, followed by washes in PBS and incubation with the
secondary antibodies (ALEXA 488, A11029, Invitrogen, 1:800; ALEXA 568, A11031, Invitrogen,
1:800) for 1 h. Fiber typing was manually determined, and the fiber sizes were analyzed with Image J
software (1.46r version). A total of approximately 300 myofibers per sample were thus measured in
double-immunostained pre- and post-DI VL cryosections.

Protein expression: Muscle samples were homogenized in 10 volumes of lysis buffer (50 mM Tris—
HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, | mM EGTA, 1 mM EDTA, 100 mM NaF, 5 mM Na3VO4, 1% Triton
X-100, 1% SDS, 40 mM B-glycerophosphate and protease inhibitor mixture [P8340; Sigma-Aldrich])
and centrifuged at 10,000 g for 10 min (4°C). Sixty micrograms of protein extract were loaded into
Stain-Free 4-20% precast gels (4568095; Bio-Rad) before electrophoretic transfer onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad; Trans-Blot Turbo Blotting System). After transfer, the membranes were blocked
with 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20 (TBS-T) containing 5% skimmed
milk or bovine serum albumin (BSA) and incubated overnight at 4°C with primary antibodies. The
membranes were then incubated for 1 h with a peroxidase-conjugated secondary antibody. The
immunoblots were revealed using a Pierce ECL kit (32106; Thermo Scientific), and proteins were
visualized by enhanced chemiluminescence using the ChemiDoc Touch Imaging System and
quantified with Image Lab™ Touch Software (version 5.2.1). Stain-Free technology or red Ponceau
or GAPDH were used as loading control.

Citrate Synthase Activity: Citrate synthase activity of muscle samples was measured using a
commercially available kit, as reported before [285].

Data and statistical analysis

The effects of the intervention and the cocktail supplementation on the outcomes were assessed by
using mixed linear effects models with group, intervention, group-by-intervention interaction and
baseline values as fixed effects and subjects as random effect. Additional adjustment for changes in
FM and LBM was performed for substrate oxidation. Between-group and within-group differences
were assessed by using post-hoc tests. Data obtained during OGTT are presented as area under the
curve (AUC). Significance was set up at 0.05 for main effects and 0.10 for interaction effects. Values
are mean = SEM, unless otherwise stated. Statistical analyses were performed with SAS version 9.4
(SAS Institute, Cary, USA).

RESULTS

Subjects’ characteristics and changes in time spent physically active and sitting

Subjects’ characteristics and changes in activities are presented in Table 1. Participants’ compliance
was very good; over the 20-day intervention daily steps went down from 14,952 + 1,720 steps to 3,009
+ 298 steps in the supplemented group and from 13,032 £ 875 steps to 2,645 + 331 steps in the control
group. We observed in both groups a reduction of both light-intensity activity and moderate-to-very
vigorous intensity activity, along with a significant increase in time spent sitting during waking hours.
Although the intervention did not modify body and lean mass, we observed a significant increase in
FM, of less than 1kg, independent of the cocktail supplementation.
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Glucose tolerance and insulin sensitivity

Fasting plasma glucose and insulin were neither affected by the intervention nor by the cocktail
supplementation (Table 2). Concentrations of glucose, TG and insulin during the OGTT are presented
in Figures 2A, 2B, 2C respectively. To increase readability of the results, data are also presented as
AUC in Figure 3. During the OGTT, glucose concentration did not change between control and
supplemented groups (Figure 3B); insulin increased after 10 days of reduction in daily steps (Figure
3A) but did not further change after 10 more days of inactivity combined with fructose overfeeding.
Reduction in daily steps decreased insulin sensitivity in both groups as indicated by the decrease in
Matsuda index (Figure 3C). Fasting high molecular weight (HMW) adiponectin increased during the
intervention in both groups, but the increase was greater in the supplemented group compared to the
control group after 20 days of intervention (Table 2). Total carbohydrate oxidation (Figure 3D) and
exogenous fructose oxidation (Figure 3E) during the OGTT increased similarly in both groups after
both 10 and 20 days of intervention. While a group-by-intervention interaction almost reached
significance for an increase in insulin variance, significant decrease in NPRQ variance was observed
during the OGTT in the control group after both 10 and 20 days of intervention, that was fully
prevented by the supplementation (Figure 3F). This indicates a development of metabolic inflexibility
in the control group but not in the supplemented group, that was likely due to decreased oxidative
capacities in association with whole body metabolic adaptations. Of note, most metabolic changes
were observed after 10 days of inactivity only; the addition of 10 more days of reduced daily steps
combined with fructose overfeeding did not lead to further modifications in metabolic flexibility.

Lipid metabolism

Fasting TG and HDL respectively increased and decreased in the control group after both 10 and 20
days of intervention (Table 2). Similar responses were observed during the OGTT. TG (Figure 4A),
VLDL-TG (Figure 4B), palmitate VLDL-TG (Figure 4C) and de novo lipogenesis from fructose
(Figure 4D) gradually and significantly increased after 10 and 20 days of intervention in the control
group. The intervention decreased total lipid oxidation in association with an increase in net lipid
synthesis both in the fasting states and following the OGTT (Table 4 & Figure 4E), as indicated by
the negative values of lipid oxidation, thus confirming the increase in de novo lipogenesis as measured
by stable isotopes. The cocktail supplementation fully prevented the increase in lipemia (Table 2) in
both fasting state and during the OGTT (Figure 4A), the decrease in total lipid oxidation (Table 2 and
Figure 4E) and the increase in de novo lipogenesis measured both by tracer technique (Figure 4D)
and indirect calorimetry (Table 2) induced by the daily step reduction with or without fructose
overfeeding.

Anti-oxidant capacity

Fasting oxidative markers remained unaffected by either the intervention or the supplementation
(Table 3). However, blood anti-oxidant capacity following the OGTT decreased in the control group
when the fructose overfeeding was added to the daily step reduction while the supplemented group
remained at significantly higher values of whole blood anti-oxidant capacity (Figure 4F).
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Skeletal muscle analysis

Muscle parameters are presented in Table 5. While type I fibers CSA was lower in both groups at the
end of the intervention, the decrease in type Ila CSA observed in the control group, was prevented by
the cocktail supplementation. In line with this observation, ubiquitination content, a protein marker of
proteolysis processes, increased only in the control group. At the mitochondrial level both Mitofusin-
2 and PGCla contents dropped in response to the intervention. We failed to see a protective effect of
the cocktail. FATP1, involved in fatty acid transportation at the mitochondrial level, tended to rise in
the cocktail group only (p=0.07), supporting the maintenance of lipid oxidation during the intervention
in the supplemented but not in the control group. No changes in citrate synthase activity, skeletal
muscle intracellular signaling protein contents and oxidative stress markers were observed.

DISCUSSION

The main findings of this randomized interventional study in lean healthy trained young male are that
(1) a reduction in daily light intensity activity and moderate-to-vigorous activity along with an increase
in time spent sedentary leads to decreased insulin sensitivity, total fat oxidation, hyperlipemia and
increased de novo lipogenesis; and (ii) a nutrient cocktail supplement prevents the alterations on lipid
metabolism but not insulin sensitivity. This is the first study to test the efficacy of a nutrient cocktail
to counteract the negative effects of physical inactivity along with fructose overfeeding.

During the intervention, subjects decreased on average their activity to <3,000 steps per day. Body
weight and LBM remained stable during the study but FM and the percentage of body fat increased.
The effect on body weight is not surprising. It is likely to be influenced by 1) the known delayed
compensatory adjustment in energy intake, 2) the duration of the intervention, given some [238, 286],
but not all studies [287, 288] with 7-14 days decreased activity reported weight gain, and 3) the fructose
overfeeding between 10-20 days, as others have also reported an increase in FM with overfeeding
[238]. The increase in FM is thus in line with the design of the study. Overall, LBM was preserved
during the study though there was a decrease in type II muscle fibers CSA in the control group,
suggesting that the cocktail supplementation may delay muscle disuse atrophy.

There was a decrease in insulin sensitivity during the 20-day intervention, in agreement with other
studies when activity was reduced for 3-14 days [238, 286, 287, 289-291]. This was mainly due to
increased insulin AUC during the OGTT while we did not show a change in glucose, in agreement
with some (2,9) but not all studies [287, 290]. The additional fructose provided after day 10 did not
affect insulin sensitivity but there was a significant increase in carbohydrate oxidation and exogenous
fructose oxidation. Knudsen et al. [238] reported similar glucose and insulin responses to an OGTT
following 14 days of reduced activity and a 50% increase in energy intake. While the Matsuda index,
in that study, was significantly lower at day 7 but not day 14, clamp-derived insulin sensitivity had
decreased by ~44%. In agreement with other studies of decreased activity [238] or bed-rest [292], we
reported an increase in fasting plasma adiponectin after 20 days of decreased activity. This is in
contrast with studies where decreased adiponectin is associated with insulin resistance. It is possible
that, in these healthy individuals, an increase in adiponectin may be a short-term compensatory
mechanism to preserve insulin sensitivity. In support of this we did not find a change in Akt and GSK3
proteins following the intervention. This would need to be further investigated but given the
preservation of metabolic flexibility, the effects appear to be more pronounced on lipid metabolism.
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By using bed-rest ranging from 7 to 90 days in men and women we have shown that a hallmark of
physical inactivity physiology is a decrease in exogenous lipid clearance due to both a reduced uptake
and oxidative capacity at the muscle level (see [280] for review). We further showed in the general
population through training/detraining studies that activity energy expenditure is a major determinant
of lipid trafficking (plasma pools, chylomicrons, VLDL) and partitioning through uptake (LPL,
FAT/CD36, FABPpm) between oxidation (LCcoA synthase, CPT1) and storage (mtGPAT) within the
skeletal muscle [293]. In the present study, we observed that physical inactivity by voluntary step
reduction and physical inactivity plus fructose overfeeding gradually decreased fasting and
postprandial fat oxidation to an extent where only net lipid synthesis was observed during the OGTT;
similar to our observation during an OGTT following 7-days bed-rest in men and women [138]. One
of the striking results of the present study is the capacity of the cocktail to fully prevent the effects on
lipid oxidation, thus likely preventing the hypertriglyceridemia of the control group.

Although no similar data exist, numerous recent studies investigating the impact of various bio-active
compounds from the diet, taken as cocktails, in various physio-pathological states and models support
our results [271, 294-296]. However, mechanistic evidence primarily comes from rodent models.
Vitamin E plus ®-3 fatty acids supplementation was hepato-protective in naturally aging rats, with
major anti-oxidant properties, especially in the brain [297]. It was argued that vitamin E reduces the
peroxidation of ®-3 fatty acids thus allowing synergistic effects. In support of that, fish oils associated
with grape polyphenols in rats fed a high sucrose diet improved numerous blood biochemical
parameters such as HDL and TG, as in our study, by significantly enhancing fatty acid beta oxidation
[298]. Interestingly, the same study showed a major suppression of lipogenic enzymes by their
cocktail, in agreement with our human data. A recent review [299] reported evidence that polyphenols
play key controlling roles in suppressing de novo lipogenesis in various models of non-alcoholic fatty
liver diseases. Selenium is often co-supplemented with vitamin E but is likely to have had limited
impact in this study. Supplementation with selenium has independent effects on insulin sensitivity and
insulin secretion but no effect on lipid profiles [260]. In this study the main changes were in lipid
metabolism with no changes in glucose/insulin parameters.

The beneficial effects of fish oils -3 fatty acids on lipemia by lowering TG and rising HDL have been
well known for decades [300]. In overweight/obese subjects supplemented with ®-3 fatty acids and
polyphenols there is a substantial improvement in fasting plasma HDL and their sub-classes [294] as
well as post-prandial TG and triglyceride-rich lipoproteins [295]. Annuzzi et al. [295] showed reduced
oxidative damage through a reduced excretion of 8-isoprostane. This data supports the improved global
anti-oxidant capacity we observed in our study during the OGTT. The impact on oxidative stress could
have been augmented by the co-supplementation of vitamin E and selenium, both recognized as ROS
scavengers [254, 255, 259]. Of note, the impact of our cocktail on various markers of anti-oxidant
capacity or oxidative markers was quite modest. One may thus argue that, in our study, the principal
effects were due to the ®-3 fats, known to boost the whole muscle machinery of lipid metabolism
[301], and to a lesser extent to the polyphenols and vitamin E/selenium. However, a recent study of
12-week supplementation with epigallocatechin-3-gallate and resveratrol showed major impact on
mitochondrial capacity and fat oxidation in overweight/obese men and women [271]. In agreement
with our data, they did not observe an improvement in insulin sensitivity. In addition, Annuzzi et al.
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[295] found that the polyphenols reduced circulating TG and VLDL while -3 reduced postprandial
cholesterol and VLDL apolipoprotein B-48. While the cocktail may benefit physically inactive and
unhealthy individuals, it could also optimize the effects of training on lipid metabolism. In this line,
Ota et al. showed supplementation in green tea extract beverage rich in catechins for two months,
concomitant to aerobic exercise training increased fat oxidation rates during exercise [302]. Altogether
these data support the positive effect on lipid metabolism associated with the cocktail supplementation
in our study.

While there is strong evidence which support our results on lipid metabolism following polyphenols
and ®-3 supplementation, we also observed interesting effects on the muscle phenotype itself. Indeed,
the muscle is known to be plastic in response to mechanical loading and unloading and it was expected
that reduction in physical activity, by ~10000 steps/d, would have a detraining and deconditioning
effect in healthy trained subjects. There was a global decrease in muscle fiber CSA with significant
reductions in type 1 and type 2 fibers. Such plasticity in response to exercise or chronic hypoactivity
is well known [303]. Interestingly, these adverse effects on type 2 muscle fibers were prevented by the
cocktail and may be associated with the decrease in ubiquitination content, factors known to be
associated to muscle deconditioning and fiber atrophy. We have previously shown that resveratrol
prevented disuse muscle atrophy of hind-limb suspended rats [214] and a recent study reported that -
3 fatty acids delays muscle degradation in mice [304]. It is possible that these components of the
nutrient cocktail are responsible for preserving type 2 fiber CSA in this study as there is no evidence
for a role of vitamin E or selenium. However, there are no mechanistic studies examining the effects
of nutrient cocktails and further experiments are required.

Limitations must be acknowledged. The control group did not take a placebo supplement due to
difficulties to find a neutral oil to encapsulate. This being said the magnitude of the effects we observed
suggest this would have a minor impact on the conclusion of the study. The molecular parameters we
selected did not allow us to fully unravel the mechanisms at play and further mechanistic studies are
required. Finally, we acknowledge that subjects taking >14,000 step/d does not represent the general
population and the interpretation of the results are delimited to young active men. While
recommending physical activity is a central component of health promotion policies, not enough
people achieve the recommendations and therefore nutritional strategies to offset some of the
deleterious effects of physical inactivity are important. Therefore, further studies are needed on less
active populations and in at-risk populations for developing metabolic diseases.

In conclusion, we have demonstrated that the negative effects of physical inactivity on lipid
metabolism can be mitigated by micronutrient supplementation. We have established that the early
decrements in lipid oxidation contribute to increased de novo lipogenesis but that a nutrient cocktail
containing polyphenols, ®-3 fatty acids and other compounds can effectively prevent these changes
during 20-days of decreased physical activity. These data highlight the importance of regular physical
activity to maintain carbohydrate and lipid metabolism. It is possible that this supplementation could
be an effective prevention strategy for chronic diseases such as cardiovascular disease and type 2
diabetes but long-term studies, especially in high risk groups, are now required.
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Figure 1: Design of the study
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Figure 2: Plasma TG, insulin and glucose concentrations during the OGTT

Evolution of plasma TG (A), insulin (B) and glucose (C) concentrations during an oral glucose
tolerance test in the Control (left) (n=10) and Supplemented (right) (n=10) groups before the
intervention, after 10 days of reduced physical activity and after 10 more days of physical
inactivity coupled with fructose/glucose overnutrition. Values are means + SEM.

97



17°:0="|ddng X ‘uju|

170="ddng
¢000="Ne|
1190 Ul (7 JoA0 YN Ul 9Bl paeweiddng -
00000 2000 03000 e -0~
| poz |
E sfeg sfeq
4 _
m H 17°0='|ddng X AR 5 "
° POt 66:0="1ddng £ .
5 o — 1000>"4=4d ¢ 3 9 g
: :
L
9r0="ddnsx ey | 2 0 N
o S 2 o
0E0=1000S B3 1 R tzo="1ddngx new [ 3
o=new | Z a £€0="1ddnS |40
£ b 100°0> MR
0 o @ g
© W4/Wan .
T 3 uoyepixo aso3dn.4- .
3 ” Aypiqixagy djoqeIa I 4 Hep! A EALE su_\_\,_acou%_xo as0on[9 “q
sfeg skeq sfeq
0¢ 0l 0 0¢ 0l 0 0¢ 0l 0
1 1 1 O 1 1 1 Oow 1 1 1 O
Tt0="1ddng X ‘Asju) 980="ddng X ‘AiR3u| » 0£:0="ddng X ‘Ai}u|
y7'0="1ddng : LL0="1ddng 000 & p6:0="ddng e
T0°0>"AR| LT0="AB)| 3 700°0> ‘s
-00¢} g
s _IVT 000y
H0vk N
5
5l oo, 3 0009
2
-0¢ 0081 0008

Xapu| epnsie|\l 1) as00n|9 g ujjsuj 'y

98

(ulw o+Z » VNIW) DNV



Figure 3: Carbohydrate metabolism

Area under the curve calculated over each OGTT for plasmatic insulin (A), glucose
concentration (B), Matsuda index (C) and U'3C-Fructose oxidation (E) over 20 days of reduced
physical activity in Control (n=10) and Supplemented (n=10) groups. Area under the curve
calculated over each OGTT for Glucose oxidation (D) and metabolic flexibility (F) over 20
days of reduced physical activity in Control (n=10) and Supplemented (n=8) groups. Reported
data have been adjusted for baseline. Oxidation data are adjusted on fat mass (FM) and fat-free
mass (FFM).

Results of the linear mixed model analysis are displayed on the figure with p-value for
intervention (Interv.), cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-
intervention interaction (Interv. x Suppl.). Between-group differences were assessed by using
post-hoc tests at each time point and are represented as follow * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001. Values are means + SEM.
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Figure 4: Lipid metabolism and free radicals defense

Area under the curve calculated over each OGTT for plasmatic triglycerides (A), VLDL-TG
(B), palmitate VLDL-TG (C), 1-13C Palmitate VLDL-TG (D), and KRL (F) over 20 days of
reduced physical activity and fructose overfeeding in Control (n=10) and Supplemented (n=10)
groups. Area under the curve calculated over each OGTT for lipid oxidation (E) over 20 days
of reduced physical activity and fructose overfeeding in Control (n=10) and Supplemented
(n=8) groups. Reported data have been adjusted for baseline. Oxidation data are adjusted on fat
mass (FM) and fat-free mass (FFM).

Results of the linear mixed model analysis are displayed on the figure with p-value for
intervention (Interv.), cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-
intervention interaction (Interv. x Suppl.). Between-group differences were assessed by using
post-hoc tests at each time point and are represented as follow * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001. #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs baseline. Values are means + SEM.
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Effect of an anti-oxidant dietary cocktail on metabolic
flexibility induced by 60 days of bed rest in healthy male
adults

a. Resume

In the perspective of the foreseen space missions to Mars and Moon, space agencies aim to
understand the mechanisms leading to space deconditioning and develop countermeasure
programs for long duration missions. A recent observation during bed-rest studies is the general
storage of fat in tissues not specialized in fat storage, i.e. muscle, bone, liver, and whose
function is altered because of this lipid accumulation even when energy balance is maintained.
This general ectopic fat storage is thought to contribute to the development of metabolic
syndrome in astronauts, which would jeopardize their health over the long-run. Recent studies
conducted in the general population showed several nutrients taken individually, i.e. resveratrol,
quercitin, omega-3 fatty acids, vitamins and others, partially prevent the development of
metabolic features associated with metabolic diseases. In a feasibility study, we already showed
that a cocktail composed of natural antioxidants XXS-2A (741mg), coupled with both omega-
3 fatty acids (lg), vitamin E (168mg) and selenium (80ung) fully prevented the
hypertriglyceridemia, the drop in fasting HDL and total fat oxidation as well as the increase in
de novo lipogenesis induced by low levels of physical inactivity. From this new study, the
objective is now to investigate the impact of simulated weightlessness and the new nutrient
cocktail supplementation on human physiology during a long duration 6° head down tilt bed
rest.

For this, twenty healthy male volunteers were randomly assigned to dietary antioxidant cocktail
countermeasure (n=10) or isocaloric diet (n=10) during a 60-day head down tilt (HDT) bed-
rest. Body composition, total energy expenditure and substrate oxidation as well as fasting and
post-prandial blood chemistry were measured during baseline data collection (BDC) period,
after nine days (HDT9) and after forty-nine days (HDT49) of bed rest during a day of metabolic
challenge testing in the form of carbohydrate overnutrition during lunch and dinner.

Results showed that bed rest increased insulinemia and induced a hypertriglyceridemia as well
as a shift in fasting substrate oxidation towards glucose oxidation. On the contrary, during the
24h study of postprandial metabolism, bed rest induced a decrease in postprandial glucose
oxidation following larger insulin stimulation. More, bed rest gradually increased some pro-
inflammatory indexes. All together these data pointed out the development of a metabolic
inflexibility state that was also demonstrated through the use of specific metabolic indexes. On
the other hand, results showed that cocktail supplementation prevented the alterations of lipid
metabolism and the loss of anti-oxidant capacity induced by bed rest. It further maintained
metabolic flexibility both over the short and long term. However, its beneficial effect was
offsetted by the consumption of large oral load of both calories and carbohydrate. It also did
not mitigate the development of insulin resistance and glucose intolerance. Because these latest
are known to be protected by exercise countermeasures, future studies need to investigate the
combination of both exercise and nutrient cocktail.
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ABSTRACT

Context: Actual and simulated microgravity triggers multiple adverse physiological and
metabolic adaptations including muscle atrophy, the development of hypertriglyceridemia and
insulin resistance, an inability to burn fat as fuel and metabolic inflexibility (i.e. the inability of
the body to adjust fuel use to changes in fuel availability). These metabolic alterations are
thought to result in a general ectopic fat storage. For decades, the International Space Agencies
have tested exercise countermeasures to prevent these metabolic alterations. However, even
very large volume of exercise training does not fully mitigate them. In this context, nutrition
countermeasure has been attracting increasing attention. We showed that a dietary
supplementation in anti-oxidant compounds prevents the alterations of lipid metabolism
induced by physical inactivity in the general population, suggesting that nutrition
countermeasure could have positive effects on astronauts’ body during long term spaceflights.
Objective: The objective is to investigate the impact of simulated weightlessness on metabolic
flexibility during 60 days of head-down bed rest (HDBR). The capacity of a nutrient cocktail
composed of polyphenols, omega-3 fatty acids, vitamin E and selenium was also examined to
prevent the expected deteriorations induced by physical inactivity.
Design/Setting/Participants: Twenty healthy male participants were randomly assigned to a
dietary antioxidant cocktail countermeasure group (n=10) or an isocaloric diet group (n=10)
during a 60-day HDBR protocol conducted at MEDES, Clinique de I’Espace (CHU Rangueuil,
Toulouse, France).

Body composition, total energy expenditure and substrate oxidation as well as fasting and post-
prandial blood chemistry were measured during baseline data collection (BDC) period, after
nine days (HDT9) and forty-nine days (HDT49) of bed rest during an 18-hour metabolic
challenge test.

Results: Bed rest increased insulinemia and induced a hypertriglyceridemia as well as a shift
in fasting substrate oxidation towards glucose oxidation. On the contrary, during the 24h study
of postprandial metabolism, bed rest induced a decrease in postprandial glucose oxidation
following larger insulin stimulation. More, bed rest gradually increased some pro-inflammatory
indexes. All together these data pointed out the development of a metabolic inflexibility state
that was also demonstrated through the use of specific metabolic indexes. On the other hand,
nutrient cocktail supplementation prevented the hypertriglyceridemia and anti-oxidant capacity
but failed to prevent the loss in insulin sensitivity and inflammation. While it mitigated the
development of metabolic inflexibility, its positive effect was overridden when large amounts
of calories and carbohydrates were consumed.

Conclusion: This 60-day bed rest induced a shift in substrate use in favour of carbohydrate
during fasting but a lower capacity to shift towards glucose following larger insulin stimulation,
which indicate the development of metabolic inflexibility. Concomitantly, a low-grade
inflammation state developed. Cocktail supplementation prevented lipid metabolism and anti-
oxidant capacity and to a certain extent metabolic flexibility, but did not protected insulin
sensitivity and glucose tolerance. Future studies need to investigate the combination of both
exercise and nutrient cocktail to maintain both energy requirements and limit metabolic
deteriorations occurring during both simulated and real weightlessness.
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New & Noteworthy:

This is the first study to test the efficacy of a novel dietary nutrient cocktail on the metabolic
and physiological changes occurring during 60 days of head-down tilt bed rest (HDBR)

The main findings of this study are that (i) HDBR leads to a shift in substrate use as well as a
decrease in insulin sensitivity and total fat oxidation, hyperlipemia, a low-grade inflammation,
all together leading to a decrease in metabolic flexibility; and (ii) a nutrient cocktail
supplementation prevents the alterations on lipid metabolism and metabolic flexibility.

Keywords: Simulated microgravity, quercitin, omega 3 fatty acids, resveratrol, vitamins, insulin
sensitivity, inflammation, nutrient oxidation

Abbreviations:

AUC: Area under the curve

BDC: Baseline data collection
BMI: Body mass index

DHA: docosahexaenoic acid

DRI: Dietray recommended intake
DXA: Dual energy X-ray

EPA: eicosapentaenoic acid

FM: Fat mass

HDBR: Head down tilt bed rest
HDL: Low density lipoprotein
HDT: Head down tilt

HMW: High molecular weight
LBM: Lean body mass

LDL: Low density lipoprotein
MET: Metabolic equivalent

MRI: Magnetic imaging resonance

mTOR: Mammalian target of rapamycin
MURF1: Muscle ring finger 1
NEFA: Non-esterified fatty acids

NPRQ : non-protein respiratory quotient
PAI1: Plasminogen activator inhibitor-1
PAL: Physical activity level

R+: Recovery

RMR: Resting metabolic rate

TG: Triglycerides

WHO: World health organization
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INTRODUCTION

International space agencies intend to begin a new era in human space exploration by planning
new manned space flights to the moon and eventually to Mars. Physiological adaptations to
space have been studied for more than 60 years at least for short duration flights but some gaps
remained to guarantee a safe trip for longer missions than those experienced so far. Indeed, the
absence of physical forces encountered in space microgravity alters the properties of essentially
all organs and tissues [162]. On Earth, the most common and validated analogy of the human
weightless environment is represented by the head-down bed rest (HDBR) model [113] to
investigate the basic mechanisms of adaptation to short- or long-term physical inactivity in
healthy subjects. [115]. Over the past 60 years, bed-rest studies ranging from as little as 3 days
to 120 days have demonstrated that physical inactivity leads to changes in body composition
such as a decrease in muscle mass, a decrease in bone mineral density, and an increase in fat
mass [94, 112, 305, 306]. Muscle mass and fat mass changes contribute to an enhanced pro-
inflammatory burden by affecting the normal crosstalk of metabolism regulating-hormones.
While regular muscle contraction produces myokines-cytokines, which suppress pro-
inflammatory activity [307] — adipose tissue produces a variety of pro-inflammatory mediators
named adipokines that act both locally in the adipose tissue and systemically leading to low-
grade inflammation [308] and oxidative stress [233-235]. Past studies also reported that muscle
atrophy was associated with a shift from slow oxidative fibers towards fast glycolytic fibers
[232]. There is also an increase in fasting and post-prandial glucose oxidation concomitant to
an increased spillover of dietary lipids along with a reduced capacity to burn fat [138] even
when energy balance is maintained (see [115] for review). The resultant hypertriglyceridemia
is thought to be responsible for the ectopic fat storage observed in the liver, muscle and bone
marrow [162]. This ectopic fat storage alters the function of these organs, and contribute to the
development of tissue and whole-body insulin resistance [115]. Altogether, these adaptations
have been shown to trigger metabolic inflexibility [115, 235].

Ground research using the bed rest model has yielded a better understanding of the mechanisms
underlying the changes induced by microgravity. It also provides the best available means for
evaluating countermeasure effectiveness needed to enable and ensure crew performance and
safety on long duration missions [12] [165]. To date, a multitude of exercise countermeasures
have been tested. However, even when large volume of exercise was prescribed, the exercise
countermeasure was only partially effective. Future countermeasures for long-duration
missions, for example an international mission to Mars, require an integrated approach to
protect as many physiological systems as possible [9] without affecting non-targeted body
functions. This has slowly shifter the efforts of research towards nutrition countermeasure that
has the advantage, contrary to exercise, to not add strong burden on the astronaut’s schedule.
Recent studies conducted to develop preventive strategies suggest that bioactive nutrients such
as polyphenols, vitamins and essential fatty acids may mitigate some metabolic features of
physical inactivity. Momken et al. showed resveratrol restored soleus tetanic force as well as
repartition between Myosin heavy chains on suspended rat model. Moreover, it partially re-
establishes insulin sensitivity despite suspension [214]. In vitro supplementation with
epicatechin, epicatechin gallate, epigallocatechin gallate or quercetin on myotubes and
myoblasts of mice under microgravity reduced the expression of MURF1 and Atrogine-1
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ubiquitin ligases, known to be associated with muscular atrophy (Hemdan, Hirasaka et al.,
2009). Otherwise, intramuscular quercetin injection also prevents muscular atrophy through
inhibition of both MURF-1 and atrogin-1 pathways [213]. Servais et al. pointed out Vitamin E
supplementation partially counteracted soleus atrophy in comparison to non-supplemented rats
[205]. Regarding Omega-3 fatty acids, Zwart et al. demonstrated a negative correlation between
the bone resorption biomarker N-telopeptide and the omega-3 fatty acid intake during bed rest
[196]. Also, Smith et al. shown that an eight-week omega-3 fatty-acid supplementation helped
to increase insulin sensitivity on healthy elderly population through a dependent mTOR
pathway [200]. While fructose overfeeding led to an increase in fasting blood glucose,
triglyceride levels, and de novo lipogenesis, fish oil supplementation reduced triglyceride levels
and induced a reduction of de novo lipogenesis [201].

Literature from clinical studies have shown that taken together these micronutrients are having
additive effects. Based on the literature, our team conducted a feasibility study to test the impact
of a new nutrient cocktail composed of polyphenols, -3 fatty acids, vitamin E and selenium
on the metabolic and physiological changes that occur during 20 days of reduced daily steps
and exercise in trained men. We showed that cocktail supplementation was able to prevent the
lipid disorders induced by the step reduction as well as the development of a metabolic
inflexibility state. Based on these encouraging results, the impact of this new anti-oxidant was
proposed as a countermeasure to prevent the metabolic adaptations induced by 60 days of
simulated weightlessness. We hypothesized that (i) 60 days of bed-rest would induce a shift in
substrate oxidation towards glucose in both fasting and postprandial state, concomitantly with
the development of an insulin resistance, a hypertriglyceridemia, an ectopic fat storage, and a
low-grade inflammation leading to metabolic inflexibility; (ii) these metabolic alterations could
be prevented by the nutrition countermeasure consisting in a daily supplementation of vitamins,
omega 3 fatty acids, quercitin, resveratrol and vitamins combined in a cocktail. We further
hypothesized the cocktail will more efficiently prevent short term than long term adverse
metabolic effects of the bed rest.

METHODS

Experimental design

The present study tested the effect of antioxidant nutrient cocktail coupled with omega 3 fatty
acids on several physiological systems during 60 days of head-down-tilt bed rest HDBR). A
first campaign was conducted from January to April 2017 on 50% of the subject; the second
campaign was conducted from September to December 2017. The experimental schedule was
broken down into three periods. A control period of 14 days (baseline data collection: BDC)
was followed by 60 days at -6° bed rest (HDT) and then 14 days of a recovery period (R+). The
experiment outflow is presented in Figure 1. During the first (BDC) and last (R+) periods,
subjects remained in the bed rest facility at MEDES, Clinique de I’Espace (CHU Rangueuil,
Toulouse, France). Volunteers were randomly assigned to daily nutrient cocktail supplemented
(n=10) or control (n=10) groups. The participants, nurses and physicians were not blinded as
no placebo pills were given to the control group; however, the statistician was blinded. The
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study was approved by the Comité des Protections des Personnes Midi Pyrenées
(NCT03594799).

Subjects

Twenty healthy male volunteers (20-45 years, BMI = 19-27kg/m?) were recruited from the local
community to participate in a 60-day bed rest study. Subjects’ physical characteristics are
presented in Table 1. All were in a good state of general health on the basis of medical history,
physical and psychological examination, and routine urine and blood biochemical screening.
None had a family history of diabetes mellitus or gastrointestinal disease or was taking any
medication for 3 months before the study. The participants were fully informed of the purpose
and potential risks of the experiment protocol. Subjects were included if they walk >10,000
steps/day, participated in at least two leisure sport sessions per week and were free of any
known diseases. All participants provided a written informed consent. The study was in
accordance with the Declaration of Helsinki and was approved by the local ethical committee.

Physical activity during the baseline ambulatory period

Habitual physical activity of subjects was objectively measured in free living conditions over a
period of ten consecutive days by self-reported questionnaires and hip-worn triaxial
accelerometer (Actigraph GT3x+™, Actigraph USA). Questionnaire contained questions
concerning the type, frequency and duration of various activities in daily life, leisure time, work,
and sport. Then, the different activities filled in by the subjects were subsequently coded into
metabolic equivalents (MET). Accordingly, every activity-specific MET value was multiplied
by the individual weekly amount of time spent on the activity. To assess the additional energetic
cost of the physical activity, resting MET scores were subtracted from the total MET score, and
a mean daily MET score was constructed [309].

To further quantify daily steps and intensity of activity, a hip-worn triaxial accelerometer
(Actigraph GT3x+™, Actigraph USA) was used for 10 days about a month before the start of
the bed rest. The accelerometer was taped to a stretch belt and hip-worn on the right iliac crest.
Each subject received a logbook and was instructed to record specific activities or events.
Physical activity level (PAL), defined as the ratio between daily total energy expenditure and
resting metabolic rate (RMR) was estimated for each participant. RMR was estimated according
to WHO equations. From the habitual PAL value and the estimated RMR, physical activity
energy expenditure was estimated for each subject in order to develop an individual physical
activity program. The goal of this training program was to maintain habitual physical activity
of the subjects while they were staying at the space clinic in confined conditions during the
baseline ambulatory period, and thus prevent any deconditioning prior to the bed rest. About
30% of individual habitual activity energy expenditure was expended while in the facility
during structured exercise session, treadmill running or bicycling on an ergometer cycle. Each
participant performed 4 walking/running sessions on a treadmill and 4 biking sessions on a
bicycle over 8 days during the BDC period. The ergometer bike sessions were lasting 40
minutes. The running sessions started by a 5-minute warm-up walking at 5 km/h, followed by
a 5-minute walking at 6 km/h, and about 30-minute running at 9 km/h. The exact duration of
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the running bout and the bike resistance were adjusted for each individual so that the
walking/running exercise session represented 30% of habitual activity energy expenditure.
The remaining 70% of habitual activity energy expenditure were reached by walking in the
facility. Participants were asked to reach about 8000 steps/day in order to guarantee a maximal
shift in activity at the start of the bed-rest. Participants were equipped with a wrist-worn activity
tracker bracelet (Polar Loop, Polar®, Finland) in order to record/save daily physical activity
and have a real-time visual feedback. Investigators were checking the number of daily steps
each day to help the participants reaching the targeted number of steps. Subjects were also asked
to wear an ActiGraph on the hip at all time except during water-based activities to objectively
measure their physical activity during the ambulatory control period.

Diet

Diet was tightly controlled during the study by registered dieticians and provided by the
MEDES. Participants were fed with conventional foods calculated to provide 1.2 g/kg/day of
protein, 35% of energy as fat and the rest as carbohydrates. Energy intake was calculated to
provide 1.67 calculated resting metabolic rate during the control and recovery periods and 1.33
during the best rest. Food ingested was weighted and energy ingested was calculated using the
Nutrilog software (Version 3.11b). No extra food was allowed between the three daily meals
taken at set times. All leftovers on the trail were weighted by the staff of the Metabolic kitchen.
Daily nutrient intake is presented in Table 2.

Cocktail composition and doses

The supplemented group received a polyphenol nutrient cocktail derived from food sources that
consisted of Liliaceae, Vernenaceae, Lamiaceae, Vitaceae, Rubiaceae, Theaceae and Rutaceae
Genres consisting of Allium cepa, Lippia citriodora, Ajuga reptans, Vitis vinifera, coffea
robusta, Camellia sinensis, and Citrus aurantium. The cocktail is referred to as XXS-2A and
was designed by Spiral Company (Dijon, France). The daily dose was achieved by the ingestion
of six pills (two at breakfast, lunch and dinner) to reach a total dose of 741.0mg/d of polyphenols
that was composed of 323,4mg/d flavonols (including quercetin 135mg), 78.0mg/d
oligostilbens (including resveratrol 21mg), 96.0mg/d hydroxycinnamic acids (including
chlorogenic acid 42mg), 135.6mg/d flavanols (including epigallocatechin gallate 60mg) and
108.0mg/d flavanones (including naringin 30mg). As there are no dietary references intake
(DRI) available for polyphenols, the ~500 mg/d dose was based on several reviews on the
bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans and others studies that tested the
effects of polyphenols on exercise performance and oxidative stress [274-276].

The 3 g daily dose of ®-3 fatty acids (Omacor, Pierre Fabre Laboratories, Toulouse France)
was based on French pharmacopeia recommendations for hypolipemic effects (2-4 g/day) and
was provided as a single pill per meal. This is within the daily dose used in most clinical studies
[262, 263]. It corresponded of 1.1 g of eicosapentaenoic acid (EPA) and 1 g of docosahexaenoic
acid (DHA). Vitamin E and selenium were given as a single daily pill providing 168 mg of
vitamin E associated with 80 pg of selenium (Solgar, Marne la Vallée, France). The DRI for
Vitamin E is set at 15 mg/d. The tolerable upper limit (UL) for intake is set at 1 g in adults,
therefore the dose from the commercially available pill was 6 times lower than the UL but 11
times higher than DRI. To capitalize on the cocktail effect, the dose of vitamin E was two-fold
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lower than the doses that was previously reported to provide positive effects on metabolism and
muscle [259, 269]. Regarding selenium, the intake reported in most countries presents a large
variability. DRI and UL are respectively set at 55 ug and 400 pg per day. The selected dose
provided a daily supplement that set the daily intake at 135 pg/d which is 3 times lower than
the UL and lower than the dose reported in previous studies [259, 269]. The control group did
not receive any supplementation or placebo.

Body composition

Body mass, fat-mass (FM) and lean-body-mass (LBM) were measured after an overnight fast
using a dual-energy X-ray absorptiometer (DXA, HOLOGIC QDR 4500W, USA) on before
the bed rest, 4 days and 58 days after the start of the bed rest:

Muscle liver and subcutaneous fat content

Muscles, liver and subcutaneous fat content were assessed by a 3T MRI (Hopital Purpan,
Toulouse, France) according to the Dixon I/O technique. MRI analysis were performed before
and at the end of the bed rest. Calculations were done as previously described [310, 311].

Metabolic tests and substrate oxidation

Metabolic tests were performed before (BDC), and after 9 (HDT9) and 49 days (HDT49) of
bed rest. At BDC and HDT9, data measurements were realized until bedtime. At HDT9
measurements were stopped before dinner. The evening before the tests, participants ate a
standard dinner (containing 42.5% carbohydrates, 33.3% lipids and 23.2% protein for a total of
about 975 Kcal intake during BDC and 780 Kcal intake during HDT period). Twelve hours
after the last evening meal and an overnight fast, tests began while participants were in the post
absorptive state. Intravenous catheters were inserted into forearm vein for blood sampling.
Following baseline collection, participants ingested a standard breakfast (8am), representing
20.5% of the daily energy individually-based requirements containing 78.1% carbohydrates,
12.6% lipids and 7.4% protein for a total 738Kcal intake in BDC and 649Kcal in HDT. A lunch
(1pm) and a diner (6pm) were also served to the subjects. Those two meals were based on the
standards dietary rules but were completed by a 25% overfeeding in the form of carbohydrates
only to stimulate metabolic regulation. As shown in Figure 1, blood samples were sequentially
collected every 30 or 60 minutes during 18 h to determine metabolic outcomes [non-esterified
fatty acids (NEFA), glucose, triglycerides, pro and anti-inflammatory cytokines, blood anti-
oxidant capacity, the size distribution of the lipoprotein subfractions] and hormone [insulin].
Blood was centrifuged immediately after being drawn at 3500 rpm and 4°C for 15 minutes, and
plasma was then separated and frozen at -80°C until analysis.

Carbohydrate and fat oxidation rates were determined every hour using canopy dilution
respirometry (Quark, Cosmed, Italy) and the classical equation of indirect calorimetry corrected
for urinary nitrogen excretion [312, 313]. During the measurements, subjects were allowed to
have their computer, phone and/or tablets, they were also allowed to read, and listen music
while under constant supervision of one of the investigators; at no time they were allowed to
sleep.
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Blood and urine samples were collected at baseline and for 18h. Gas exchange by indirect
calorimetry was performed for 20 minutes every hour and urinary nitrogen excretion was used
to measure non-protein respiratory quotient (NPRQ), total carbohydrate and lipid oxidation.

Blood and urine samples analyses

Plasma glucose (ABOTT), NEFA (WAKO), triglycerides (RANDOX) and insulin (ROCHE)
were measured by colorimetric assays and chemiluminescence methods, as previously
described [314]. The ratio between low-density lipoprotein (LDL) and high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol was determine by polyacrylamide gradient electrophoresis (SPIRAGEL®
1.5-25%). The urine was analyzed for nitrogen content according to the Dumas method
(RapidN Cube, Elementar, Germany).

Inflammation & oxidative stress

Pro- and anti-inflammatory adiponectin, adipsin, lipocalin, resistin and PAII and anti-oxidative
capacity responses were investigated in fasting state during the days of our test. Measurements
were done using a milliplex human adipokine magnetic bead panel 1 kit according to the
supplier's instructions and based on Luminex technology. Plates were read on a bioplex 200
(Biorad) and results were analysed by the use of Bio-plex ManagerTM software. Subject plasma
antioxidant capacity was evaluated using in vitro free-radical-induced blood hemolysis KRL
KRL and RESEDA tests (Kirial International/Spiral, Couternon, France). Blood sample is
tested and the time until 50% of the red blood cells are lysed is measured. The result is
representative of the global antioxidant capacity of a subject. Similarly, RESEDA test is
measuring antioxidant defences after the action of three different hydrolases: glucosidase (R1),
sulfatase (R2), glucuronidase (R3) on anti-free-radicals’ groups as previously described [284].

Data and statistical analysis

Metabolic responses during metabolic tests were presented as area under the curve post meals
(AUC). Data measurements were realized until bedtime on both BDC-10 and HDT49 while
HDT9 measurements were stopped before dinner. We decided to represent AUC over 10 hours
of test (AUC1on), which allowed to consider HDT9 values and so short-term effects of bed-rest
(BDC vs HDT4 vs HDT48). Moreover, AUC over 14 hours (AUCi4n) are also presented in
order to show the differences caused by long-term effect (BDC versus HDT49). AUC were
presented for plasma glucose, insulin, NEFA, TG as well as carbohydrate & lipid oxidation and
non-protein respiratory quotient (NPRQ). Changes in fasting metabolites, hormones and
substrate oxidation are presented in delta (fasting 24n — fasting on) as the changes following 24-
hour carbohydrate overfeeding. Metabolic flexibility was assessed during three days of testing
during the control period (BDC-10), during the early phase (HDT9) and the late phase of HDT
(HDT49). Metabolic flexibility was calculated as the delta of both glucose, insulin,
carbohydrate & lipid oxidation and NPRQ, by subtracting the fasting state value to the maximal
value obtained after each meal during each day of lipid test [174].

The effects of the bed rest and the cocktail supplementation on the outcomes were assessed by
using mixed linear models taking repeated measurements among subjects into account among
subjects with group, intervention, group-by-intervention interaction and baseline values as
fixed effects; . Additional adjustment for FM and LBM was performed for substrate oxidation.
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Between-group differences were assessed by using post-hoc tests at each time point. Data
obtained during the 14-hour postprandial lipid test are presented as area under the curve (AUC).
Significance was set up at 0.05 for main effects and 0.10 for interaction effects. Values are
mean or AUC = SEM. Statistical analysis were performed with SAS version 9.4 (SAS Institute,
Cary, USA).

RESULTS

Physical characteristics

Baseline participants characteristics as well as changes in body weight and body composition
induced by the bed rest are presented in Table 1. Bed-rest significantly decreased body mass
due to a significant decrease in LBM, which was associated with muscular atrophy as indicated
by the quadriceps atrophy (Table 3). A significant increase in FM was observed of about 1kg
over the 60-day intervention which was associated with a rise in the percentage of FM (Table
1). This indicates the subjects were in positive energy balance during the bed rest.
Concomitantly, changes in fat deposition were observed (Table 3). Bed-rest induced an increase
in both intra-abdominal fat and leg subcutaneous fat according. The supplemented group
displayed a greater increase in intra-abdominal fat content than the control group. Contrary to
our hypothesis, bed-rest did not induce intra-hepatic and intra-muscular fat accumulation nor
an increase in belly subcutaneous fat. No differences were observed for these parameters
between the groups.

Fasting glucose tolerance, lipemia, cholesterolemia, insulin sensitivity and substrate
oxidation

Fasting plasma insulin was neither affected by the bed-rest nor by the cocktail supplementation
(Figure 2). However, while fasting plasma glucose decreased with the bed rest, the
supplementation maintained concentration at baseline levels. Bed-rest significantly decreased
fasting NEFA concentrations but increased fasting triglycerides concentration (Figure 2). While
the cocktail supplementation did not influence NEFA concentrations, it prevented the increase
in fasting triglyceridemia induced by 60-day of bed-rest. Bed-rest also dropped both fasting
cholesterol and HDL concentrations (Table 4). While the cocktail supplementation did not
prevent the decrease in cholesterol, it led to a more pronounced decrease in HDL
concentrations. Concerning the lipoproteins fractions and size, bed-rest induced a decrease in
LDL maximal size, both HDL1 and HDL2b percentage, and an increase in LDL/HDL ratio,
and both of HDL3a and HDL3b percentage. Interaction effects between bed-rest and the
cocktail supplementation were significant for HDL.2a HDL2b and HDL3c percentages. In the
supplementation group, HDL2a percentage remained stable and HDL2b percentage increased
during the bed rest period; HDL3C increased up to HDT9 and then decreased from HDT9 to
HDT49.

Although bed-rest did not induce significant changes in fasting carbohydrate oxidation (Figure
2), it induced a significant drop in fasting lipid oxidation (Figure 2) and a significant increase
in fasting NPRQ (Figure 2). No interaction of bed-rest with cocktail supplementation was noted
for nutrient oxidation.
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Postprandial metabolic responses following 10-hour and 14-hour test meals

Looking at the postprandial responses to breakfast and lunch (AUCion) and breakfast, lunch and
dinner (AUC14n), both short period (9 days) and long period (49 days) of bed-rest induced a
decrease in glucose AUC and an increase in insulin AUC (Figure 3). Bed-rest further induced
a gradual decrease in postprandial carbohydrate oxidation considering the response to dinner
(AUC14n) or not (AUCion) (Figure 4). The cocktail supplementation did not impact glucose
metabolism, i.e. postprandial glucose, insulin or glucose oxidation. Simultaneously, bed-rest
induced a significant decrease in both postprandial NEFA and TG concentrations regardless of
the time-frame considered (AUCon or AUC14n) (Figure 3). Surprisingly, neither postprandial
lipid oxidation nor NPRQ were affected by the bed-rest regardless of the duration (9 d and 49
d) and the number of meals considered (AUCion and AUC\4n) (Figure 4). The supplementation
had no effect on NEFA concentration, lipid oxidation and NPRQ. It however led to a more
pronounced decrease in postprandial TG in the supplemented group than in the control group.

Metabolic flexibility

Metabolic flexibility was assessed during the days of metabolic challenge through a chosen
index expressed as a delta of both, insulin, glucose, NEFA, TG, carbohydrate & lipid oxidation
and NPRQ, by subtracting the fasting state value to the maximal value obtained after each meal.
To increase readability of the results, we decided to present the delta (Max post meat — fasting) for
each meal of our test for NEFA, TG and insulin (Figure 5) and substrate oxidation (Figure 6).
In response to the eucaloric high carbohydrate (EU/HC) breakfast, delta concentrations of
insulin, glucose and TG were not modified with bed rest, regardless of the duration (Figure 5).
However, delta NEFA concentrations dropped from BDC-10 to HDT9 and increased from
HDT9 to HDT49 in both groups. Bed-rest induced an increase in delta lipid oxidation and a
decrease in both NPRQ and carbohydrate oxidation at least after 9 days of bed rest (Figure 6).
Over the long-term, these changes were not maintained but slightly reversed. No significant
treatment or interaction effects were observed on delta insulin, glucose, NEFA and TG
concentrations. Nonetheless, the cocktail supplementation significantly mitigated the changes
induced by the bed rest on delta NPRQ, carbohydrate and lipid oxidation. After 49 days of bed
rest, the supplemented group had a delta in lipid oxidation value similar to that measured in
ambulatory baseline conditions. Altogether, these data are showing that in response to a
eucaloric high carbohydrate standard meal, bed rest leads to a reduced ability to shift the use of
nutrients as fuel from lipid oxidation in fasting state to carbohydrate in postprandial conditions,
which indicates the development of a metabolically inflexible status. Interestingly, bed-rest-
induced metabolic inflexibility was prevented by the cocktail supplementation especially over
the long-run.

In a second part of this metabolic test, participants were provided with a hypercaloric high
carbohydrate (overfeeding, OF/HC) lunch at all time points of the bed rest. Bed-rest induced a
gradual drop in both delta glucose and TG concentration and an increase in delta insulin
concentration (Figure 5). Of note, delta in inulin, i.e. the response of insulin to the glucose load,
was not modified after 9 days of bed rest, but was significantly increased after 49 days of bed
rest. No changes in the response of NEFA to the meal was observed with bed rest. The
supplementation had no impact on the metabolic responses to the OF/HC lunch except a greater
decrease in delta TG concentration. Similarly, to what we observed in response to the EU/HC
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breakfast, delta lipid oxidation increased and delta carbohydrate oxidation, and QRNP
decreased between BDC-10 and HDT9 but then plateaued and remained stable between HDT9
and HDT49 (Figure 6), suggesting that all changes occurred in the first days of bed rest.
Whereas no treatment or interaction effect was observed on both NPRQ and carbohydrate
oxidation, the increase in delta lipid oxidation was present at HDT 9 but was reversed after 49
days.

At baseline and after 49 days of bed rest, participants also received a OF/HC dinner. Changes
in delta metabolites, insulin, carbohydrate oxidation (Figure 5), lipid oxidation and NPRQ
(Figure 6) were all similar to what was observed following the OF/HC lunch between BDC-10
and HDT49. Similarly, the cocktail supplementation prevented the bed-rest induced increase in
delta lipid oxidation and exaggerated the decrease in delta TG concentrations. Surprisingly no
effect was observed on carbohydrate oxidation.

Considering that breakfasts were standard while volunteers were overfed during lunch and
dinner, these results confirmed the fasting observation that insulin rose gradually during the
time course of the bed-rest, as it is clearly observable when expressed as area under the curve
after ingestion of both overfed-lunch and -dinner. During the bed-rest, an increasing amount of
insulin is required to trigger a progressively lower shifting capacity to oxidize glucose, thus
supporting the development of a metabolic inflexibility that was even more highlighted under
overfed conditions. Cocktail supplementation didn’t prevent from the development of
metabolic inflexibility but was found effective to protect against acute and chronic
hypertriglyceridemia following carbohydrate overfeeding.

Altogether, these results are showing that even in presence of elevated insulin concentration in
response to standard meals, the ability of shifting from fat to carbohydrate oxidation in response
to increased carbohydrate intake is diminished within the first days of bed rest. This inability
was observed regardless of the carbohydrate load. Over the long run some mechanisms were
developed that allowed the organism to adjust carbohydrate and lipid oxidation to increased
carbohydrate intake. However, this was seen as long as the caloric intake was close to the energy
needs. Overfeeding with the extra calories been provided as carbohydrate overrode the system,
and the organism was no longer able to increase carbohydrate oxidation to match the large load
of carbohydrate, showing the limitations of the metabolic adaptations to bed rest over the long
run.

Changes in fasting metabolites and substrate oxidation following 24h carbohydrate
overfeeding

Fasting metabolites, insulin and substrate oxidation were compared between the morning prior
to carbohydrate overfeeding and the following morning to examine the metabolic response to
24h of carbohydrate overfeeding (Figure 7). Following one day of carbohydrate overfeeding,
bed-rest only induced a drop in delta TG concentrations. The treatment did not significantly
mitigate bed-rest effects excepted for delta HDL concentrations for which a increase between
BDC-10 and HDT9 was observed, in supplemented group while a decrease was found in the
control group. Between HDT9 and HDT49 delta HDL in both groups returned to baseline
values. These results indicate that one day of metabolic challenge was well tolerated during the
time course of the bed rest without negatively affecting metabolites responses and substrate
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oxidation. Nonetheless, short term bed-rest effect induced a drop in delta HDL concentrations
that was prevented by the supplementation. However, cocktail supplementation failed to
prevent drop in delta HDL against the chronic long-term effect of bed-rest.

Inflammation and anti-oxidant capacity

Fasting inflammatory resistin, lipocalin and PAI1 concentrations remained unaffected by either
the bed-rest or the supplementation (Table 5). On the contrary, bed-rest induced a decrease in
fasting adipsin concentrations as well as a decrease in fasting adiponectin between BDC-10 and
HDT9 which was then increased between HDT9 and HDT49 although it did not reach baseline
values. Moreover, bed-rest induced an increase in oxidative stress marker KRL between BDC-
10 and HDT?9 followed by a reduction between HDT9 and HDT49. It further reduced the blood
antioxidant capacity as expressed by a drop in RESEDA R2 between BDC-10 and HDT9 and
an increase between HDT9 and HDT49. No interaction effects between bed-rest ad cocktail
supplementation was found for these parameters (Table 5).

Furthermore, we also investigated the changes in inflammation and oxidative stress markers
following one day of carbohydrate overfeeding (Figure 8). Delta adiponectin, lipocalin and
PAII concentrations remained unaffected by either bed-rest or supplementation. Besides, bed-
rest increased delta resistin and adipsin concentrations over the time course of the study.
Changes in delta resistin were noticed in acute response to bed-rest while increase in delta
adipsin was only seen in response to chronic effect of the bed-rest. No interaction with cocktail
supplementation was observed for these latter. Regarding the blood antioxidant capacity,
intervention induced an increase in RESEDA R2 and R3 from BDC-10 to HDT9 and a decrease
from HDT9 to HDT49. No interaction with cocktail supplementation was noted. The nutritional
countermeasure induced an increase in KRL (%) between BDC-10 and HDT9 which was then
reduced between HDT9 and HDT49 in the supplemented group while KRL (%) slightly
dropped from BDC-10 to HDT49, while No bed-rest or interaction were observed.

During the bed rest, fasting adiponectin concentrations dropped in both groups. A significant
drop in adipsin was noted. Moreover, bed-rest tended to increase pro-inflammatory indexes
after one day of carbohydrate overfeeding over the time course of the bed rest, especially for
resistin and adipsin. Cocktail supplementation did not protect against the drop in both fasting
adiponectin and adipsin in response to both acute and chronic bed-rest adaptations. Finally, we
also investigated the blood-antioxidant capacity after one day of carbohydrate overfeeding.
Results showed that bed-rest had the tendency to increase blood-antioxidant capacity,
especially for KRL (%) and RESEDA R1, in response to one day of carbohydrate overfeeding,
without reaching significance. According to delta RESEDA R2 and R3, it seems that bed-rest
induced an acute increase in blood antioxidant capacity which are then reduced during the
prolongation of the bed rest period. Despite, cocktail supplementation seemed to improve
blood-antioxidant capacity after carbohydrate overnutrition when compared to control group at
least in response to acute bed-rest adaptations.

DISCUSSION

The first objective of this study was to investigate the impact of a 60-day anti-orthostatic bed-
rest on metabolic flexibility and ectopic fat storage. Based on fasting measurements, we have
demonstrated that physical inactivity induced by 60-day of anti-orthostatic bed-rest induced a
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shift in fasting substrate oxidation from lipid oxidation towards carbohydrate oxidation. This
shift was associated with an increase in cholesterol and triglycerides as well as a change in
lipoprotein fraction distribution. While only slight changes were noticed under fasting
condition, standard breakfast ingestion and a metabolic challenge represented by carbohydrate
overfeeding during lunch and dinner unveiled the development of metabolic inflexibility.
Indeed, we observed that the metabolic challenge by carbohydrate overnutrition pointed out an
incapacity to increase post-prandial carbohydrate oxidation following higher insulin
stimulation. In addition, with an increased fasting glucose oxidation, these overall results have
to be linked with insulin-resistant overweight subjects in which this situation is typically
observed. We also focused on metabolic flexibility status over one day of metabolic challenge
by carbohydrate overfeeding. Metabolic flexibility indexes used after both breakfast, lunch and
dinner revealed that an increasing insulin concentration is required over time to trigger a
progressively lower shifting capacity to oxidize glucose. These results emphasize the
development of a metabolic inflexibility state during bed-rest. Of note, metabolic inflexibility
is likely to occur as soon as 9 days of head-down tilt bed-rest showing the development of an
acute metabolic inflexibility that is then maintained during the time course of the bed-rest. Thus,
in addition to acute metabolic inflexibility, chronic metabolic inflexibility state was also clearly
highlighted after 49 days of bed-rest. Furthermore, this supports our hypothesis that physical
inactivity and sedentary behaviors are determinants of metabolic inflexibility [115, 171].
Increase in inflammatory and anti-oxidant responses are associated with metabolic risk factors
[315, 316] and may contribute to the development of several comorbidities, including insulin
resistance and type Il diabetes [317, 318]. Thus, we also investigated inflammatory and anti-
oxidant capacity following 60 days of anti-orthostatic bed-rest. Adiponectin, an adipokine
known to stimulate insulin sensitivity and reduce inflammation, and adipsin, another adipokine
known to act at least in part to potentiate insulin secretion, especially when glucose levels are
elevated [319], dropped in both groups during the time course of the bed-rest. These results
could explain at least in part the loss in insulin sensitivity noticed during the bed-rest. Besides,
bed-rest had the tendency to increase blood anti-oxidant capacity.

Of note, some of the changes were detected as soon as after nine days of anti-orthostatic bed-
rest (fasting adiponectin and adipsin, fasting RESEDA R2, delta resistin) as acute effect of bed-
rest while some others (delta adipsin) were only noticed after 49 of anti-orthostatic bed-rest as
chronic effect of bed-rest.

Furthermore, we wanted to study the impact of an anti-inflammatory nutrient cocktail
supplementation to counteract the bed-rest adaptations. The nutrient cocktail supplementation
used as a countermeasure during the 60-day bed-rest was based on results previously obtained
from a pilot study used to test the efficacy of cocktail supplementation during a 20-day free-
living enforced-physical inactivity coupled with high dose of fructose-glucose ingestion
conducted in 2015 on 20 healthy males. The anti-inflammatory and antioxidant cocktail
supplementation had no effect under fasting condition besides a clear mitigation of
hypertriglyceridemia. Even following a metabolic challenge by carbohydrate overfeeding,
cocktail supplementation didn’t allow protection on bed-rest-induced adaptations with the only
exception to induce a greater reduction of hypertriglyceridemia in response to both acute and
chronic bed-rest adaptation in comparison to control group.
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As expected, bed rest induced muscle atrophy, insulin resistance, hypertriglyceridemia and
metabolic inflexibility. However, contrary to our hypothesis, these metabolic alterations were
not associated with an ectopic fat storage in the liver and muscle. This is even more surprising
that subjects were in positive energy balance. Some changes in the tissue partitioning of the fat
was however observed with an increase in fat accumulation in intra-abdominal and
subcutaneous fat tissue while subcutaneous adipose tissue was not increasing. Of note these
results are in agreement with a study that showed that with bed rest subcutaneous adipose tissue
can no longer handle fat uptake and fatty acids are stored in intra-abdominal adipose tissue
[320].

As highlighted by metabolic flexibility indexes, cocktail supplementation did not protect
against the development of insulin resistance over the time course of the bed rest. However,
supplementation prevent the development of an acute metabolic inflexibility but only in
response to an eucaloric breakfast. Indeed, some mechanisms were developed that allowed the
organism to adjust carbohydrate and lipid oxidation to increased carbohydrate intake. However,
this was seen as long as the caloric intake was close to the energy needs. Overfeeding with the
extra calories been provided as carbohydrate overrode the system, and the organism was no
longer able to increase carbohydrate oxidation to match the large load of carbohydrate, showing
the limitations of the metabolic adaptations to bed rest over the long run. Thus, supplementation
appeared efficient to counteract at least partially acute metabolic inflexibility as long as the
caloric intake matches energy needs. Over the long run, supplementation is no longer efficient
to counteract chronic metabolic inflexibility. Otherwise, as revealed in fasting state, cocktail
supplementation protected against the rise in triglyceridemia following carbohydrate
overnutrition. Finally, the choice has been made to use an anti-inflammatory and anti-oxidant
nutrient supplementation based on previous studies and reviews that highlighted the impact of
anti-inflammatory compounds on insulin sensitivity and metabolic flexibility [239-242, 244].
While blood antioxidant could adapt to an acute period of bed-rest, chronic physical inactivity
induced by 49 days of bed-rest finally decreased blood anti-oxidant capacity. Cocktail
supplementation seemed to prevent from changes in blood anti-oxidant capacity at least during
the first days/weeks of bed-rest but were not sufficient in the long-term.

Altogether, these results emphasize the development of a metabolic inflexibility due to an
accumulation of metabolic dysfunctions caused by physical inactivity. Most of the metabolic
adaptations caused by 60-day of anti-orthostatic bed-rest are difficult to spot in fasting state but
are unveiled under acute positive energy balance by carbohydrate overnutrition. From these
data arise the importance of adequate energy supply in terms of energy balance and diet
composition. Based on recent publications demonstrating the effect of polyphenols such as
quercetin, resveratrol, cinnamon, grape or green tea extracts on insulin sensitivity, lipid
metabolism, inflammation and oxidative stress [239-246], a micronutrient supplementation
could be of interest to mitigate the deleterious consequences of real or simulated weightlessness.
Interestingly, the notion of nutrients cocktails is emerging and could provide additive effects or
synergistic effects between micronutrients. Some studies already showed that co-
supplementing with ®-3 & green tea extracts [267], -3 & vitamin E [226, 268], vitamin E &
selenium [269], fish oil & selenium [270], epigallocatechin & resveratrol [271] improve, to
some extent, insulin sensitivity, body composition, fat oxidation, inflammation and oxidative
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stress in aging and diseases associated with muscle atrophy including obesity and type 2
diabetes. Nonetheless, to date, our study is the first to investigate the impact of an anti-
inflammatory and antioxidant nutrient cocktail as a countermeasure during a 60-day anti-
orthostatic bed-rest study. While no similar data exist in that specific case, numerous recent
studies investigating the impact of various dietary supplementation, in different physio-
pathological states and models, support the hypothesis that a dietary supplementation could be
beneficial on numerous systems without negatively affect non-targeted organs and systems [79,
214, 218, 224-226]. For now, cocktail supplementation protects from a rise in
hypertriglyceridemia, counteracts the development of an acute metabolic inflexibility in
absence of carbohydrate overfeeding by maintaining lipid oxidation. Also, cocktail
supplementation tends to prevent from changes in blood antioxidant capacity.

Interestingly, previous studies have shown that exercise maintained insulin sensitivity and
carbohydrate metabolism [139, 140]. Meex et al. also shown that both aerobic and resistive
exercise training improved both muscle, hepatic and adipose tissue insulin sensitivity
concomitant with the restoration of mitochondrial function and metabolic flexibility in type II
diabetic patients [321]. Thus, the combined use of exercise countermeasure and dietary cocktail
supplementation could benefit additive and synergistic effects in order to counteract both short
and long-term bed-rest adaptations.

Of note, the main effect of the cocktail triglyceridemia could be accounted for the specific role
of polyphenols and omega-3 fatty acids that composed the supplementation. Indeed, Smith et
al. have shown that omega-3 supplementation alone reduced triglyceridemia as well as de novo
lipogenesis [200]. Also, Annuzzi et al. pointed out an improvement in post-prandial TG and
triglyceride-rich lipoproteins with a diet naturally enriched in polyphenols [295]. Otherwise,
the cocktail supplementation didn’t protect against oxidative stress induced by bed rest. While
different studies showed an impact of vitamin E [203, 207] and polyphenols [204, 212-214],
some others failed to demonstrate an impact of vitamin E [206] or polyphenols, in particular
resveratrol supplementation [322-324], on oxidative stress in humans. Then, further studies are
needed in order to understand the underlying mechanisms involved between inflammation and
insulin sensitivity and metabolic flexibility. Also, new studies are required to better understand
the impact of dietary cocktail supplementation to counteract the metabolic adaptations induced
by physical inactivity.

This study showed some strengths by a combined assessment of ectopic fat storage through
MRI, the measurements of metabolic responses following both eucaloric and overfeeding
meals. Also, 60 days of bed-rest allowed us to compare short- and long-term adaptations.
Nonetheless, some limitations need to be pointed out. First of all, the study had two distinct
groups but the control group did not take a placebo supplementation due to difficulties to find
a neutral oil to encapsulate. Moreover, we failed to maintain energy balance as subjects were
in positive energy balance, particularly supplemented group. This situation could explain the
increased intra-abdominal fat observed in supplemented group. Studies already showed that
positive energy balance coupled to physical inactivity accelerated the metabolic adaptations
under microgravity [112]. Compared to the previous study, the cocktail composition and dose
was different during the bed-rest. Indeed, the total dose of polyphenols was increased by
211,5mg/d in comparison to the pilot study. Otherwise, selenium, vitamin E and omega-3 doses
were not changed between the studies.
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CONCLUSION

In summary, our results indicate that physical inactivity induced by 60-day of anti-orthostatic
bed-rest triggers metabolic inflexibility, while subjects were in positive energy balance. These
data abet to spotlight the role of simulated microgravity-induced physical inactivity in
metabolic inflexibility. Thus, evidence from this bed-rest would benefit for long-term missions
scheduled in the years to come but are also to be associated with the growing sedentary
individuals in the westernized society. Besides, the anti-inflammatory and antioxidant nutrient
cocktail supplementation did not protect against ectopic fat storage or muscle atrophy but
prevent at least partially from short- and long-term metabolic inflexibility, triglyceridemia and
oxidative stress reduction. Further studies are needed in order to reveal the underlying
mechanisms implied in the onset of whole-body metabolic flexibility and the link between
inflammation and insulin resistance at least. As the lack of physical activity seems to be the
main trigger of metabolic inflexibility and because the exercise countermeasure is known to
protect against insulin resistance, a combination of dietary supplementation and exercise could
be of real interest to trigger the beneficial effects from both countermeasures.
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Figure 2: Fasting plasma insulin, glucose, NEFA, TG concentrations and fasting substrate
oxidation during the metabolic tests

Plasma insulin, glucose, NEFA, TG concentrations in fasting state during the time course of the
bed rest between BDC-10, HDT9 and HDT49. Reported data have been adjusted for baseline.
Oxidation data are adjusted on fat mass (FM) and fat-free mass (FFM). Results of the linear
mixed model analysis are displayed on the figure with p-value for intervention (Interv.),
cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-intervention interaction (Interv.
x Suppl.). Values are LSMeans + SEM.
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Figure 3: Postprandial plasma kinetics and Area under the curve during the metabolic
tests

Area under the curve during both 10h and 14h calculated over each day of metabolic test for
plasmatic glucose, insulin, NEFA, TG concentrations. Reported data have been adjusted for
baseline. Results of the linear mixed model analysis are displayed on the figure with p-value
for intervention (Interv.), cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-
intervention interaction (Interv. x Suppl.). Values are LSMeans + SEM.
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Figure 4: Postprandial substrate oxidation kinetics and area under the curve over time
during the metabolic tests

Area under the curve during both 10h and 14h calculated over each day of metabolic test for
carbohydrate oxidation, lipid oxidation and NPRQ. Reported data have been adjusted for
baseline. Oxidation data are adjusted on fat mass (FM) and fat-free mass (FFM). Results of the
linear mixed model analysis are displayed on the figure with p-value for intervention (Interv.),
cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-intervention interaction (Interv.
x Suppl.). Values are LSMeans + SEM.
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Figure 5: Metabolic flexibility index for plasma measurements during each meal of
metabolic test

Specific metabolic flexibility index calculated as the subtraction of the fasting state values to
the maximal values of both glucose and insulin obtained after breakfast, lunch and dinner during
each day of lipid test. Reported data have been adjusted for baseline. Results of the linear mixed
model analysis are displayed on the figure with p-value for intervention (Interv.), cocktail
supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-intervention interaction (Interv. x
Suppl.). Values are LSMeans = SEM.
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Figure 6: Metabolic flexibility index for substrate oxidation during each meal of metabolic
test

Specific metabolic flexibility index calculated as the subtraction of the fasting state values to
the maximal values of both carbohydrate oxidation, lipid oxidation and NPRQ obtained after
breakfast, lunch and dinner during each day of lipid test. Reported data have been adjusted for
baseline. Oxidation data are adjusted on fat mass (FM) and fat-free mass (FFM). Results of the
linear mixed model analysis are displayed on the figure with p-value for intervention (Interv.),
cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-intervention interaction (Interv.
x Suppl.). Values are LSMeans + SEM.
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Figure 7: Changes in fasting metabolites and substrate oxidation following 24-hour of
carbohydrate overfeeding

Changes in fasting glucose, insulin, NEFA, TG, cholesterol, HDL, LDL and fasting
carbohydrate & lipid oxidation and NPRQ expressed as delta following 24-hour overfeeding.
Reported data have been adjusted for baseline. Oxidation data are adjusted on fat mass (FM)
and fat-free mass (FFM). Results of the linear mixed model analysis are displayed on the figure
with p-value for intervention (Interv.), cocktail supplementation (Suppl.) and the
supplementation-by-intervention interaction (Interv. x Suppl.). Values are LSMeans + SEM.
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Figure 8: Inflammation and free radicals defense after lipid test under carbohydrate
overnutrition

Inflammation and free radicals defense data are expressed as delta following 24-hour
overfeeding. Delta D1 — DO inflammation-related data are presented for adiponectin, resistin,
adipsin, lipocalin and PAI 1. Delta D1 — DO oxidtive stress-related data are presented for KRL
(%) and RESEDA R1, R2, R3. Reported data have been adjusted for baseline. Results of the
linear mixed model analysis are displayed on the figure with p-value for intervention (Interv.),
cocktail supplementation (Suppl.) and the supplementation-by-intervention interaction (Interv.
x Suppl.). Values are LSMeans + SEM.

PAI 1: plasminogen activator inhibitor-1; KRL: Total antiradical defense potential (in French
Kit Radicaux Libres); Reseda (in French RESErves Défenses Antioxydantes) antiradical
defense reserves unmasked by treatment of serum with 1: glucosides; 2: sulfates; 3:
glucuronides.
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Table 2. Nutrition

BDC

HDT

Variables

Control Supplemented

Control Supplemented

n=10 n=10

n=10 n=10

Food intake (kcal)
Carbohydrates (kcal)
Lipids (kcal)
Proteins (kcal)
Carbohydrates (%)
Lipids (%)

Proteins (%)

2931.61+77.26 2924.46 + 51.65
1521.36 +40.45  1515.2 +28.21
968.87 £26.22  976.59 + 16.47
359.45 £ 13.38 352.04 £9.05
51.91+0.46 51.81+0.33
33.06 £ 0.32 33.40+0.23
12.24 +0.22 12.03+0.14

2344.88 + 61.81 2340.16 +41.45
1157.24 +30.48 1177 +19.27
74444 £18.93  730.36 £ 13.64
359.36 £13.38  351.95+9.14
49.37 £ 0.45 50.31+0.29
31.76 £ 0.17 31.21+0.21
15.30+0.28 15.02 +0.17

Table 2: Nutrition
Means are = SEM.

143



"duI[aseq Uo pajsn(pe dIe SPpow PIXIA, ‘NAS F SUBINST Se pajuasaid are ejeq

B)Ep SUISBWI DUBUOSII JIUSRIA € d[qeL

LS50 5T0 1000 60T +1°0899 60T 19589 6'C0T+198LL  6T0T+T°€€3L (20e4ns) Aydore sdaaLipenp
810 610 100> YLy +1899T  TLYLY +TLTST ULy +E0VT  TL'YLY 3 SLOVT (0e4inS) 384 snoaueInIgNS 81
780 50 860 9£'99C + €0EST  9£99C + ¥L0ST 9£'99¢ +8ECST  9L'99C * ¥T1ST (0e4ins) 384 snosueInagns Ajjag
€00 200 1000> 7'998 + GTOEE  ¥'998 + 89S8C 7’998 +790LL 77998 ¥ 9889C (39B4NS) 384 [EUILUOPQE BLU|
550 90 90 TOFED T0FH0 TOFED TOFE0 (%) 84 senasnu e
€60 890 990 €0F0Y €0¥6€ €0¥6€ €0F8¢E (%) 384 a1eday eapu)
0T=u 0T=u 0T=u 0T=u
uonoesau| uonejuawalddng uopuamdu]  pajuswa|ddng [013u0) pajuawsa|ddng [043u0) sa|qeliep
11PPOW PRXIA Lv1QH £1-208

ejep SuiSew adueuosal dnjause °¢ ajqeL

144



"SpIoe A)je} PAIJLIISI-UON (VAN ‘SopLook[3ii], (0, ‘urojordodry Aysuop mo7 117 ‘wrojordodry Aysusp Y3y :JAH
"dUI[dsBq U0 PIjsnipe a1e S[OPout PaXIA, ‘JNAS F SUBIAST Se pajudsaid are ere

eyep spidry :p dqeL

ST0 90 97’0 S9'0 +S0°0- S9°0F€C0 S9'0F86°0- S9'0¥8S0 S90FTT0- S9'0+09°T- (%) 9€1QH v
€€°0 wo S€0 6¢°0F690- 6C'0FS€0- 6C0F€C0- 6C0F8C0 6C0FTE0- 607LS0- (%) AEIQHV
650 180 SE0 woFv90- woFLyo- woFvro- '07¥890- woFvro- wo+SE0 (%) BE1AH V
S0 890 LT0 0L0%000 0L'0F6C0- 0L0F2L0 0L'0F9¢0- 0L'0F¥E0 0L0F20C (%) eTIQH V
€60 80 650 LSO0F6E0 LS0F VO L[S0F60T LS0FSL0 LS0FES0 LS0FTS0 (%) 92IQH v
690 950 1000"> TC0¥T80 TC0F09°0 TT0FL50- TT0FSY0- TTOFEVO- 1207090 (%) TIQHV
10 €00 900 85°0¥200 85'0F8L0- 8S0F6ET 8507 L00 85°0F8T0 85°0F9L0 TaHANa1 v
890 S6°0 800 ¥T'0¥SC0 ¥T'0¥80°0 yT0FCT0- ¥T'0FST0- ¥1°0 ¥ 820~ YT'0F0T0-  Xewazls1Q1v
8¢€°0 60 €50 ¥T0¥61°0- ¥T°0F 500 ¥T'0F0T0 107900 107200 PTOFST0-  XewazlsIQH v
Suipaapano QH) Yz Suimojjoy sanjea Sunsey uj saduey)
S0°0 9T'0 ST0 90FTL0T 79077001 7908607 790%09'8 790F8€6 907096 (%) 2€1aH
€0 €0 1000"> vE0¥80TT 7E0FS0TT vE0 ¥ T80T vE0¥ .86 vE0F0r'6 YE0F0v'6 (%) 9€1aH
50 €50 100> 87'0 +8v'LT 87’0+ 1€8T 8Y'0+ VLT 8’0+ ¥9°LT 87'0 +9991 870+ LvIT (%) e€1aH
900 500> 90 S0+ 19%¢ 50 ¥ 9€°9¢ PS0FITHC ¥5°0 ¥ ¥0'9¢ 790 FT1TSC 50 +96'7¢C (%) eZ10H
900 980 100> 98'0FTSCE 98'0 ¥ SL°0¢ 98'0 ¥ 07'C€ 98'0 ¥ #S'€€E 98'0 ¥ §5'¥€ 90Fvr¥E (%) 92IQH
€00 SE0 1000> PToOFvLE PToFEV'E PT0¥89Y PT0FSTY YC0+009 ¥C0+90°S (%) T10H
S0 L90 100> 6L0FT8€ET 6L0F¥9°CT 6L'0F790°CT 6L0FLTTCT 6071801 6L0FLL0T  (%)1aH/1Q1
610 €€0 1000"> 8T'0¥6£'9C 8T'0F8L'S¢C 8T'0F 'S 8T'0F9L'S¢C 8T'0F€€9C 8T0FST9T  (wu)azisxew a1
SS0 70 €10 vT'0F0E6 YT0F1T6 YT0FLT6 107906 YT0FLEG PT'0¥8€6 (wu) azis xew 1aH
0] 790 190 0T'0%95C 0T0FTY'C 0T'0¥2SC 0T'0¥55°C 0T'0¥65C 0T'0¥45C (I/loww) a7
€00 LT'0 1000"> €006 €00%00T €00¥90°T €00¥8T°T €00¥8CT €00FLCT (1/1oww) 1aH
0 9,0 500> (T0+L8€ CT0+08¢ [ANVERAR] [ANVER 187 roFocy [ANVEVAN (I/loww) |e303 |os83s3j0Yd
san|eA Sunseq
0T=u 01=u 01=u 01=u 0T=u 01=u
uonpesdju| uoneuaws|ddng  uonuanAu| pawawa|ddng |043u0) payawajddng 1043u0) pawawa|ddng 1043u0) sa|qenen
{19POW PIXI 6v.LQH 61QH 01-)ag

ejep spidin 'y ajqel

145



"sopruonon|3 1o sajeydns ‘saprsoon|3 A[0ANRIAdSAT UM WNIIS JO JUdUWIBAI} AQ PISBWUN SIAIISIT ISUIJOP [BIIPBINUE ¢y Pue

74 ‘1Y (sauepAxonuy Sasudjo SQAIFSHY YOudl Ur) epasay {(S2Iqr] Xnedrpey Iry Youdl] ur) [enuajod asudjop [edIpeinue (810, (T3
"dUI[9seq U0 pajsnipe a1e S[opout PaXIA, ‘JNAS F SUBIAST Se pajudsaid axe ere

B)EP SSAI)S JAEPIX0 pue UONBWIWERIU] S I[qBL

L0 9'0 110 bIET605  PIEFO09ED PIEFOTY  PIEFILOV PIEFOSTS  PIEFITOS  (Jw/3r) Tivd
60 680 100> PIOF0ST  $T0%F1ST PI0F097 107697 107667 p0FS6T  (1u/8r) uisdipy
60 50 60 06L718€6  06LF70'88 06LFH68L  06LFLT9 06LF7€5€6  06L70S5€6  (Tw/Br)uljeaodn
90 780 p50 PUTFOLIT  HTTFECYT PUTEYS9T  WTTFI6LT PUTFI6LL bCTFE8LT (181 unsisay
b0 690 1000> BUTFEEOT  STTFI6ST 8TTFS6TT  STTFHMET 8UTFL6TL  8TTF996T  (qw/3r) umosuodipy
120 160 10 T0F60T 0790 0TV TT07€07 TT0%80T TT0F9T°7  (1/X0j0iL [owuw ‘s3piuoinano) € epasay
wo 180 100> 800F 1T 800751 800FEET  800F0CT 8007 9% 800F 7T (1/%0joiL owuw ‘sajeyding) 7 epasay
150 €70 €0 90°0 ¥ 660 9007 660 900760 9007580 90°0¥£60 900FT60  (1/X0j0JL oww ‘s3pisoan|9) T epasay
8¢0 560 00 OT0F IS 0T0F8I'E 0T0F0EE  OT0F8LE 0T0F£0¢€ 0T0%S0°€  (1/xoj0A jouiw) 14y
10 120 100> 6L0T8T0E  6LOFHLST 6072967  6LOFTT6L 6078697 6LOTHOLL (%) 74X
01=u 0T=u 07=u 01=u 01=u 07=u
uoresau|  uorejudwalddng  uoruad| pajuawa|ddng [043u0) pajuawa|ddng [043u0) pajuawsa|ddng [0J3u0) sa|qeLen
119POU PRXIA 67LQH 61H 01208

$52135 BAINEPIXO PUE UOREWWIBJU] 'S 3|qe]

146



DISCUSSION



The main goals of this thesis were 1) to characterize the negative impact of microgravity-
induced physical inactivity on lipid metabolism, inflammation, insulin sensitivity and more
specifically to the development of metabolic inflexibility and ectopic fat storage and 2) to
demonstrate the impact of a nutritional antioxidant and anti-inflammatory cocktail
countermeasure to prevent/reduce metabolic deconditioning from a 60-day bed rest study. To
do so, a pilot-study was conducted to test the impact of the cocktail supplementation during a
20-day sedentarization protocol coupled with high fructose-glucose ingestion in order to trigger
metabolic adaptations. Based on the promising results obtained from this study, the antioxidant
and anti-inflammatory cocktail supplementation was used as a countermeasure during a 60-day
bed-rest.

The pilot study led by our team showed that enforced physical inactivity and fructose
overfeeding induced no change in glucose concentration but induced an increase in insulin
concentration and a decrease in insulin sensitivity. Furthermore, physical inactivity coupled
with fructose-glucose overfeeding resulted in gradual increase in TG and VLDL-TG that was
explained by a drop in lipid oxidation and increased de novo lipogenesis. Finally, physical
inactivity induced decreased cross-sectional area of type II myosin Heavy Chain that can be
explained by increased proteolysis. According to previously described metabolic flexibility
index [115], enforced physical inactivity also led to the development of metabolic inflexibility.
Metabolic inflexibility appeared to be an acute adaptation to bed-rest as it was observed after
only nine days of bed rest, that was maintained over time. It was associated with a decrease in
insulin sensitivity, fasting and postprandial hypertriglyceridemia, ectopic fat storage and
concomitant to muscular atrophy. Inflammation processes were also affected by bed-rest-
induced physical inactivity. Altogether, these data emphasize the preponderant role of physical
inactivity in triggering metabolic inflexibility and thus confirm our hypothesis and previous
data. Contrary to our hypothesis, we however were not able to show a relationship between
metabolic inflexibility, de novo lipogenesis and ectopic fat storage during bed rest.

The second objective was to assess the impact of an antioxidant and anti-inflammatory cocktail
supplementation to counteract metabolic adaptations induced by physical inactivity and
simulated weightlessness. From the pilot study, we failed to demonstrate a positive influence
of the dietary cocktail on both glucose, insulin concentrations and insulin sensitivity. On the
contrary we did see that supplementation helped to maintain metabolic flexibility. These results
have to be associated with the maintenance of lipid oxidation, mitigation of
hypertriglyceridemia as well as VLDL-enriched triglycerides and an attenuation of de novo
lipogenesis. Also, we have demonstrated that cocktail supplementation counteracted the
decrease in type II Myosin heavy Chain cross sectional areas that can be explained by the
inhibition of proteolytic responses. While promising, these results were not fully confirmed
during the 60-day bed-rest study. Indeed, supplementation did not counteract the drop in lipid
oxidation nor the ectopic intra-abdominal and leg subcutaneous fat storage. Moreover, the
supplementation did counteract the metabolic inflexibility state, only partially, as the positive
effects of the cocktail were no longer observable following the consumption of hypercaloric
high carbohydrate meals. In comparison to the pilot study results, the cocktail supplementation
did not delay muscle disuse atrophy either. Nonetheless, the supplementation counteracted the
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rise in triglyceridemia observed in both fasting and postprandial state following standard or
carbohydrate overnutrition. Moreover, supplementation protected against the rise in
triglyceridemia from both acute and chronic bed-rest adaptations. It should be noted that
exercise countermeasure (resistive alone or resistive and aerobic physical activities) did not
prevent hypertriglyceridemia, substrate shift, and lipid oxidation in both fasting and
postprandial state even when large volumes of exercise were prescribed (WISE2005).
Nonetheless exercise countermeasures did show a positive impact on insulin resistance [139,
140].

While used as an antioxidant and anti-inflammatory countermeasure, the cocktail
supplementation could prevent at least partially from acute inflammation and oxidative stress
caused by bed rest but failed to counteract the chronic bed-rest inflammatory and oxidative
stress adaptations. Altogether these data highlight that physical inactivity is the main trigger of
several metabolic adaptations that lead to the development of insulin resistance, ectopic fat
storage, hypertriglyceridemia, all promoting the development of a metabolic inflexibility state.
Acute physical inactivity-induced adaptations appeared as soon as after nine days of bed-rest
and are maintained as long as physical inactivity period lasts. Of note, some of the physical
inactivity-induced adaptations are worsened, leading to chronic metabolic adaptations.
Furthermore, we showed that cocktail supplementation should prevent or reduce short-term
adaptations following 20 days of physical inactivity and acute and chronic bed-rest-induced
metabolic adaptations. Main results obtained during this thesis are summarized in Table 1. The
effect of the cocktail has been also indicated.
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Of note, our studies have some limitations that need to be pointed out. First of all, each study
had two distinct groups but the control group did not take a placebo supplementation due to
difficulties to find a neutral oil to encapsulate. Moreover, we first tested the efficacy of an anti-
inflammatory and antioxidant cocktail supplementation during 20 days of enforced physical
inactivity. Hereafter, the cocktail supplementation was used as a countermeasure during 60 days
of anti-orthostatic bed rest. While the step reduction paradigm levels close to those found in
sedentary population, bed-rest studies induce extreme levels of physical inactivity that lead to
more severe physiological adaptations than a study of enforced physical activity reduction and
sedentarization. This could explain the discrepancies between the two studies conducted.
Nonetheless, we took this consideration into account. In addition, the cocktail composition and
dose were slightly different during the bed-rest compared to the pilot study. Indeed, the total
dose of polyphenols were increased by 211,5mg/d in comparison to the pilot study, with also
some adjustments in different polyphenols fractions such like quercetin. Otherwise, selenium,
vitamin E and omega-3 doses were not changed between the two studies. Another point to
discuss concerns the population of individuals who composed the two studies carried out.
Indeed, the pilot study was conducted on twenty healthy and exercised men that were used to
walk more than 14,000 — 15,000 steps per day and engaged in sports. On the other hand, bed-
rest study was conducted in healthy males but not as active as were the subjects from the pilot
study. Thus, cessation of physical activity could trigger greater metabolic adaptations for
healthy and physically active men than for healthy male that were less active. This may partly
explain the greater impact we noticed from pilot study on metabolism than what we observed
with bed-rest, while bed rest induces more severe levels of physical inactivity. Nonetheless, it
has to be highlighted that we took care to maximize the delta in physical activity during the
bed-rest study. Indeed, during the baseline control period, subject’s steps were controlled on a
daily basis. Volunteers were engaged in bicycle and running sport session. Moreover, during
the first day of bed-rest, subjects were bedridden from 9 am to allow them to walk early in the
morning. The goal was to prevent any deconditioning during the ambulatory controlled period
when subjects were confined in the clinic. It further potentiated the difference between the
ambulatory control period and the bed-rest. Also, our results are based on healthy populations
and could not be generalized to the entire population and so data interpretation can only be
limited to young active men. Future studies will be needed in women. Although these data
cannot be generalized to the general population, the results are interpretable and benefit
astronauts through a better understanding of microgravity-related adaptations.
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PERSPECTIVES



The 60-day bed-rest study was conducted over two sessions that respectively occurred from
January to April 2017 and from September to December of the same year. While the results
presented above allowed us to draw solid conclusions on the metabolic adaptations of 60 days
of simulated weightlessness, complementary analyzes would also permit us to better understand
our results. Firstly, several stable isotopes were infused during the metabolic tests. Indeed,
6,6°H, Glucose (0,355umol/kg/min) and D5-Glycerol (0,1pmol/kg/min) bolus and infusions
were used to measure intermediary metabolism and fluxes. Also, uniformly labelled U-!3C
glucose (1% of ingested glucose) was added to the three meals consumed during the metabolic
tests. Then, several analyzes will be added from the use of these stable isotopes. Our goal was
to measure both liver and gut de novo lipogenesis as well as neoglucogenesis. These analyzes
depend on the measurements of both chylomicrons- and VLDL-enriched triglycerides.
However, stable isotopes were only used during the control period and at the end of bed-rest,
not after 9 days of bed rest. Thus, our results will give us information on chronic bed-rest
adaptations to gut and liver de novo lipogenesis, which will be highly informative. Stable
isotopes analysis will also allow us to assess exogenous carbohydrate oxidation, endogenous
glucose production rate as well as non-oxidative disposal and whole-body lipolysis rates. In
order to do that, we need also to quantitate the entire glucose ingested from the different meals.
All of these analyzes are in progress in the laboratory. These data will provide with further
insights in the mechanisms underlying the development of hypertriglyceridemia. We will be
also examining the relationships between changes in de novo lipogenesis, gluconeogenesis and
lipolysis and changes in intra-abdominal fat and subcutaneous leg fat storage.

Moreover, actiwaves were used during the metabolic tests to measure heart rate. Changes in
heart rate will be used as an index of the evolution of sympathetic and parasympathetic nervous
system during bed rest. We will further assess both acute and chronic nervous system
adaptations induced by bed-rest.

Of note, we were also interested in assessing the evolution of satiety hormones over the time
course of bed-rest. To do so, subjects completed satiety tests before and after each meal during
the metabolic tests. In addition, different satiety hormones will be dosed.

Also, both muscular and adipose tissue have been collected. Concomitant with muscular
atrophy we already observed based on MRI data, several analyzes conducted in relation with
our team could add new insights on acute and chronic muscular adaptations induced by bed-
rest. As shown by western-blot analyzes from the pilot-study muscular biopsies, western-blot
analyzes will permit to highlight pathways that could lead to muscular atrophy. Moreover,
muscular biopsies will allow us to assess the evolution of mitochondrial capacity induced by
simulated weightlessness. Moreover, intramyocellular lipid storage have been linked to
metabolic disorders. Particularly, lipid intermediates like diacylglycerol and ceramides could
induce lipid-induced insulin resistance [104]. Given this, the study of intramyocellular
triglycerides as well as both diacylglycerol and ceramide deposition in muscle biopsies could
be of real interest to better understand the mechanisms underlying metabolic disorders induced
by bed-rest.

Various studies carried out in in vitro or on animal models have shown that nutritional
supplementation with polyphenols (resveratrol) can mimic the beneficial effects normally
generated by physical activity. However, studies showing a positive effect of resveratrol
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supplementation are few and some publications even show that ingestion of resveratrol, along
with other antioxidants, obscures the positive effects of physical activity. As a result, regular
physical activity appears to be the best way to maintain one's physical condition and health
[325]. Nonetheless, the importance of appropriate food intake should not be neglected in order
to potentiate the possible beneficial effects on insulin sensibility, glucose tolerance,
inflammation, oxidative stress as well as metabolic flexibility. Of note, previous studies already
showed that both resistive and endurance physical activity have beneficial effects on insulin
resistance and carbohydrate metabolism [139, 140]. Nonetheless, exercise training requires
effort and is time consuming. Furthermore, future exploration-class missions will maybe not
have the volume or vehicle power to support large or multiple exercise devices such as those
on the ISS. Based on these limitations, Ploutz-Snyder et al. investigated the effectiveness of a
new integrated aerobic and resistance exercise training prescription (SPRINT) during a 70-day
bed-rest study. Interestingly, the SPRINT protocol mitigated bed-rest-induced muscle and
cardiac deconditioning induced by bed-rest. Of note, this new exercise protocol requires less
time than historic ISS exercise training programs. Then a new exercise approach appears to be
effective in maintaining multi-system function with a suite of exercise equipment designed to
mimic exercises that can be performed on the ISS and could be of major interest for the design
and implementation of exercised-based countermeasures on future long duration missions
[326]. Nonetheless, the study of Ploutz-Snyder et al. focused on performance, muscle mass,
cardiac morphology and function and bone health, new studies investigating such an integrated
countermeasure on metabolic adaptation could bring new insights on the usefulness of this new
exercise-based countermeasure for future missions.

Also, new studies are needed to better understand the impact of prolonged bed rest on described
physiological functions in order to highlight the mechanisms underlying functional adaptations
induced by real and simulated microgravity. Moreover, new protocols involving the use of
nutritional countermeasures, need to be deepened to better understand the mechanisms to
counteract bed-rest adaptations.

Finally, physical inactivity appears to be the main trigger point of metabolic bed-rest
adaptations in the study we conducted. Thus, future studies should consider the combination of
both exercise and cocktail supplementation in order to trigger synergistic effects from both
supplementation in prolonged bed-rest studies.
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Context: The effects of energy-balanced bed rest on metabolic flexibility have not been
thoroughly examined.

Obijective: We investigated the effects of 21 days of bed rest, with and without whey protein
supplementation, on metabolic flexibility while maintaining energy balance. We hypothesized that
protein supplementation mitigates metabolic inflexibility by preventing muscle atrophy.

Design and Setting: Randomized crossover longitudinal study conducted at the German Aerospace
Center, Cologne, Germany.

Participants and Interventions: Ten healthy men were randomly assigned to dietary counter-
measure or isocaloric control diet during a 21-day bed rest.

Outcome Measures: Before and at the end of the bed rest, metabolic flexibility was assessed
during a meal test. Secondary outcomes were glucose tolerance by oral glucose tolerance test, body
composition by dual energy X-ray absorptiometry, ectopic fat storage by magnetic resonance
imaging, and inflammation and oxidative stress markers.

Results: Bed rest decreased the ability to switch from fat to carbohydrate oxidation when tran-
sitioning from fasted to fed states (i.e., metabolic inflexibility), antioxidant capacity, fat-free mass
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(FFM), and muscle insulin sensitivity along with greater fat deposition in muscle (P < 0.05 for all).
Changes in fasting insulin and inflammation were not observed. However, glucose tolerance was
reduced during acute overfeeding. Protein supplementation did not prevent FFM loss and metabolic

alterations.

Conclusions: Physical inactivity triggers metabolic inflexibility, even when energy balance is
maintained. Although reduced insulin sensitivity and increased fat deposition were observed at the
muscle level, systemic glucose intolerance was detected only in response to a moderately high-fat
meal. This finding supports the role of physical inactivity in metabolic inflexibility and suggests that
metabolic inflexibility precedes systemic glucose intolerance. (J Clin Endocrinol Metab 103:

1910-1920, 2018)

hysical inactivity is responsible for 6% to 10% of
major noncommunicable diseases and the second
leading cause of death in the United States (1). Many
epidemiological studies have provided convincing but
indirect evidence of associations between daily low-level
physical activity with glucose intolerance or insulin re-
sistance and changes in the ratio of fat mass (FM) to fat-
free mass (FFM). Though growing in number, data from
interventional inactive studies remain scarce, and un-
derlying mechanisms remain to be fully delineated.
Metabolic diseases share some common underlying
mechanisms, such as insulin resistance, systemic inflam-
mation, and oxidative stress (2). More recently, metabolic
inflexibility, or the inability of the body to adjust nutrient
oxidation to changes in nutrient availability (3), has been
recognized as a core component of metabolic diseases
(4-7). By reviewing data obtained during physical activity
or exercise studies and bed-rest studies, we developed a
theoretical construct that metabolic inflexibility is trig-
gered by decreased physical activity (8, 9). This theory is
supported by a subsequent retrospective analysis of lon-
gitudinal intervention studies manipulating the level of
physical activity in both lean and overweight adults,
suggesting that habitual physical activity predicts meta-
bolic flexibility (MF) (10). However, in most of these
studies energy balance changed to some extent. Whether
metabolic inflexibility is induced by physical inactivity per
se or by the associated positive energy balance (i.e., in-
creases in FM and loss of FFM) remains to be answered.
In that respect, although FM can be controlled by diet,
FFM changes that occur during sedentary behavior are
more complex. The observed loss in FEM plays a con-
founding role on metabolic regulation, a common feature
of type 2 diabetes, obesity, and sarcopenia. Exercise,
vibration, and amino acid supplementation, alone or
combined, have been used to mitigate these changes
during bed rest, but to date none has fully prevented the
adverse effects. Whey protein has been shown to stim-
ulate protein synthesis during bed rest (11, 12) and
prevent hyperinsulinemia (13), the increase in plasma
lipids (14), and ectopic storage in the liver (15). It also

improves insulin sensitivity in older ambulatory adults
(16). It is not known whether supplementation with whey
protein during bed rest could offset the decrement in MF
proposed in our theoretical construct.

The purpose of this study was to prospectively de-
termine whether physical inactivity, independent of de-
tectable changes in energy balance, triggers metabolic
inflexibility in healthy individuals and whether metabolic
inflexibility precedes or follows the whole-body glucose
intolerance systematically reported during bed rest. We
hypothesized that after 21 days of bed rest there would
be a smaller variance in substrate oxidation after an oral
glucose tolerance test (OGTT) and a challenge test meal,
indicative of decreased MF. We also hypothesized that
the development of glucose intolerance along with met-
abolic inflexibility could be prevented with whey protein
supplementation through preservation of FFM.

Material and Methods

Participants

Ten healthy, active men with a body mass index between 20
and 25 kg/m? participated in a 21-day bed-rest study (Table 1).
Participants were free of any history of diabetes mellitus, hy-
perlipidemia, hyperglycemia, hyperthyroidism, or hypothy-
roidism and were nonsmokers, with no excessive alcohol or
drug consumption. One participant completed the control
treatment but dropped out before the protein treatment;
results are presented for nine participants. The study was
approved by the ethics commission of the Arztekammer
Nordrhein (Disseldorf, Germany) and conducted in accor-
dance with ethical principles of the Declaration of Helsinki.

Study design

As detailed previously (17), the experimental protocol was a
random crossover design where the participants completed
21 days in the control and protein supplementation conditions,
separated by a minimum 4-month washout. During bed-rest
periods participants remained in a supine position. In the
protein treatment, participants received whey protein (0.6 g/kg
body weight per day) supplementation, with potassium bi-
carbonate (90 mmol/d KHCOj3) to offset the acidic effect of the
whey protein (18). Participants resided at the facility for 7 days
before and 5 days after each bed-rest period; bed resting was
forbidden during the daytime, and walking was encouraged
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Table 1. Anthropometry and Metabolic Variables, Inflammation, and Oxidative Stress Markers
Control (n = 9) Protein (n = 9) Statistics
BR Trt BR*Trt
Characteristics Baseline Bed Rest Baseline Bed Rest Effect Effect Effect
Age, y 31.0 * 2.1 31.0 = 2.1
Height, m 1.80 = 0.02 1.80 = 0.02
BMI, kg/m2 23.8 =05 236 =05 239+ 05 236 =05 0.02 0.81 0.97
BM and body composition
BM, kg 772 1.9 763 =19 773 16 764 =15 0.02 0.91 0.97
FM, kg 186 = 1.3 18.0 = 1.1 17.7 = 1.1 18.1 = 1.1 0.72 0.61 0.56
% FM 23.8 = 1.1 235+10 229+10 235+10 0.49 0.38 0.47
FFM, kg 59.0 £ 1.3 584 + 1.1 50.0 £ 1.0 585 + 0.8 0.03 0.34 0.55
Leg lean BM, kg 195 = 0.6 189 = 0.5 19.3 £ 0.5 188 =04 <0.001 0.91 0.60
Liver fat content, % 3.2 +0.2 28 +0.2 29+0.2 29 +0.2 <0.01 0.52 0.07
Calf fat content, % 45+ 0.1 48 +0.2 46 +0.2 48 +0.2 0.04 0.80 0.59

Subcutaneous adipose

tissue, pixels
Visceral adipose tissue, 3878.0 + 548.6 3538.4 + 543.2
pixels
Plasma fasting metabolic
variables
Glucose, g/L 0.84 = 0.02 0.84 = 0.02
Insulin, mIU/L 6.01 = 0.73 6.09 = 0.43
QUICKI 1.56 + 0.13 1.75 £ 0.16
Total glucose, mmol/L 0.77 = 0.08 0.81 = 0.05
NEFA, mmol/L 0.33 = 0.04 0.37 = 0.05
LDI/HDL cholesterol, % 0.145 = 0.015 0.151 = 0.016
Leptin, ng/mL 892 = 4.14 457 = 0.90
Total adiponectin, wg/mL 5.03 £ 0.39 3.25 = 0.31
High-molecular-weight 2.87 £ 0.27 1.88 = 0.18
adiponectin, pg/mL
Plasma inflammation markers
ALT, IU/L 1413 = 1.25 15.79 = 1.13
AST, (IU/L) 19.23 = 1.90 17.33 = 1.27
GGT, IU/L 18.83 = 2.94 18.29 + 2.86
CRP, mg/dL 0.053 = 0.014 0.054 + 0.013
Plasma oxidative stress
markers
KRL, mmol of Trolox/L 4.97 = 0.20 471 £0.18
of plasma

8573.7 + 980.3 8049.1 + 8417 8887.0 + 1057.5 7646.0 = 1021.0 0.01 041 034

32547 = 4437 34776 = 381.7 024 054 0.76

0.86 = 0.03 0.87 £ 0.03 0.68 0.10 0.76
4.88 + 0.49 5.55 £ 0.62 043 0.08 0.53
1.46 = 0.07 1.56 = 0.09 0.15 0.14 0.65
0.81 = 0.08 0.77 = 0.09 0.87 1.00 0.20
0.33 = 0.04 0.39 = 0.04 0.07 046 0.83
0.148 £ 0.014 0.165 = 0.009 0.19 028 0.52
7.55 = 2.69 7.30 = 3.06 0.19 071 0.24
507 £ 054 3.28 = 043 <0.001 083 0.99
2.80 = 0.26 1.94 = 0.26 <0.001 098 0.60
15.53 = 1.74 19.57 = 2.41 0.06 0.12 041
19.83 = 1.57 18.28 = 1.46 0.04 039 083
17.00 = 2.34 17.69 = 2.37 095 0.17 0.58
0.046 = 0.011 0.043 = 0.013 0.65 040 094
504 £0.18 453 = 0.11 0.04 070 049

Data are means = standard error of the mean. Significant P values < 0.05 are indicated in bold.

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BM, body mass; BMI, body mass index; BR, bed rest; CRP, C-reactive
protein; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase; HDL, high-density lipoprotein; KRL, Kit Radicaux Libres; LDL, low-density lipoprotein; NEFA, nonesterified

fatty acid; QUICKI, quantitative insulin-sensitivity check index; Trt, treatment.

during these periods. Because the primary purpose was to ad-
dress questions related to space science, the participants were
ata —6° head-down tilt position for the duration of bed rest to
mimic the vascular changes associated with microgravity (19).
Before and at the end of the bed rest, glucose tolerance was
assessed with an OGTT, MF was assessed in response to a
standardized challenge test meal, the skeletal muscle insulin-
signaling pathway was examined, skeletal muscle and liver fat
content were measured by magnetic resonance imaging, and key
plasma markers of inflammation and oxidative stress were
measured (Supplemental Fig. 1). Detailed material and methods
can be found in the Supplemental Materials and Methods.

Diet and energy balance

Diet was tightly controlled during the study by registered
dietitians. Energy intake was 1.6 resting metabolic rate (RMR)
in the baseline and recovery periods and 1.2 RMR during bed

rest. RMR was measured by indirect calorimetry for 30 minutes
after 30 minutes of rest. Based on the European Space Agency
standardization plan, total energy intake (TEI) consisted of
56% carbohydrates, 30% lipids, and 14% protein intake
(1.2 g/kg body weight/d) during baseline and recovery. Per-
centage of saturated fat intake was kept at 10% of total fat
intake. During bed rest, protein intake was increased to 19%
TEL with an associated isocaloric reduction in carbohydrate
intake to 51% TEI in the control condition, whereas pro-
tein intake was increased to 28% (1.2 g + supplementation of
0.6 g/kg body weight/d) along with an isocaloric decrease in
lipid intake to 25% TEI in the protein condition. Detailed
nutritional data were previously published (17).

Body mass and composition
Body mass (BM) was measured with an electronic scale
after an overnight fast. FM and FFM were measured with a
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dual-energy X-ray absorptiometry scan. Liver and calf fat
content were measured by magnetic resonance imaging (see
Supplemental Materials and Methods).

Glucose tolerance and insulin sensitivity

Glucose tolerance was assessed during a 75-g OGTT including
2.5 g of d7-glucose mixed in 300 mL of glucose solution (0.25 g/L)
to measure exogenous glucose oxidation. Blood draws were
collected every 30 minutes for 2 hours for glucose and insulin
concentrations. The oxidation rate of exogenous glucose was
inferred from the cumulative recovery of 2H in water contained in
blood samples, as previously described (20). A muscle insulin
sensitivity index was estimated as the ratio between the rate of
disappearance of glucose from the maximal glucose concentration
and the average insulin concentration over the same period of time
(21). The percentage of nonesterified fatty acid (NEFA) suppres-
sion divided by the total amount of insulin over the test period was
used as an index of adipose tissue lipolysis.

MF

MEF was assessed during a moderately high-fat, high-energy test
meal (4 M] or 52% RMR, 44% carbohydrate, 41% lipid, 15%
protein). The meal consisted of a liquid meal mixed with colza and
olive oil and 2.2 g d3¢-tripalmitic acid (99 % enrichment) added to
bread, butter, and raspberry jam. d3;-Tripalmitic acid was used to
assess changes in gastric emptying. Blood, breath, and urine
samples were collected at baseline and every hour for 7 hours. Gas
exchange by indirect calorimetry was performed for 30 minutes
every hour and, with urinary nitrogen excretion, was used to
measure nonprotein respiratory quotient (NPRQ) and total car-
bohydrate oxidation (22). Between 9 and 11 hours after the test
meal and 2 hours after a snack (salad, 200 g bread, and a cereal
bar), soleus muscle biopsies were collected. MF was assessed with
different indices, as explained previously (8). In brief, we calcu-
lated the range of NPRQ and insulin over 7 hours and then
calculated the mathematical variances of these parameters by
using the seven postprandial time points and the fasting values.
Data are presented as mean insulin variance as a function of mean
NPRQ variance. Area under the curve (AUC) was calculated over
7 hours (AUCy), over the first 3 hours (AUC(_31;), and over the
last 4 hours (AUC;_7y) for plasma insulin, glucose, triglycerides,
NEFA, incorporation of dsq-tripalmitic acid in chylomicron tri-
glyceride (CM-TG), and total glucose oxidation. These time pe-
riods were based on the triglyceride kinetics because the test meal
was moderately high in lipids.

Gastric emptying

The incorporation of ds;-tripalmitic acid in CM-TG was
used to determine changes in gastric emptying potentially in-
duced by the head-down tilt position. The incorporation in-
volved lipoprotein separation by ultracentrifugation, extraction
of lipids, separation of triglycerides, and derivation for gas
chromatography-mass spectrometry measurements of both
unlabeled and labeled palmitate concentration, as previously
described (23).

Plasma metabolites, insulin, and inflammatory and
oxidative stress markers

Plasma glucose total triglycerides, CM-TG, and NEFA con-
centrations were measured with colorimetric assays, whereas
insulin was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay.

https://academic.oup.com/jcem 1913

The ratio between low-density lipoprotein (LDL) and high-density
lipoprotein (HDL) cholesterol was measured with lipoprotein
electrophoresis. Specific hepatic inflammation markers [i.e. alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), C-reactive protein (CRP),
and fibrinogen] were measured with standard techniques. Anti-
oxidant capacity was evaluated by using the Kit Radicaux Libres
(KRL) and Reserves Défenses Antioxydantes tests as previously
described (24).

Gene expression

Gene expression was quantified with microfluidic real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) for key proteins in-
volved in the insulin signaling pathway, glucose uptake, and
glycogen synthesis (IRS1, PIK3R1, PKB, GSK3B, PRKCA,
GLUT4, MAP2K1, MAPK1), as previously described (25).
Additional details are provided in Supplemental Materials
and Methods.

Statistical analysis

Data are presented as means or AUC = standard error of the
mean (SEM). Analyses were performed with SAS software, with
significance set at 0.05. After having tested the absence of
carryover effect, we analyzed the data with a linear mixed effects
model controlling for repeated measures over bed rest and along
periods when appropriate, with period, bed rest, treatment, and
bed-rest X treatment interactions as fixed effects and a com-
pound symmetry within-subject variable. There was no statis-
tical difference at baseline.

Associations between variable changes over bed rest were
tested with a linear mixed effects model controlling for re-
peated measures along periods, with R? being calculated with a
likelihood test.

Results

Body composition and organ fat content

Bed rest significantly decreased BM through a signifi-
cant decrease in FFM, particularly leg lean BM (Table 1).
FM and the percentage of FM remained stable, indicating
the maintenance of energy balance. However, a change
in fat deposition was observed; whereas the percentage
fat content decreased in liver, it increased in the calf.
Similarly, intra-abdominal fat content did not change,
whereas subcutaneous fat dropped. No treatment or in-
teraction effects were noted. This finding suggests that
muscle ectopic fat storage occurs even in energy-balanced
conditions.

Cardiometabolic, inflammatory, and oxidative
stress markers

No change was observed in fasting plasma tri-
glycerides, leptin, NEFA, and LDL/HDL cholesterol
ratio (Table 1).

GGT and CRP remained unchanged during bed rest.
Although the ALT/AST ratio significantly increased,
the ratio was far below the threshold of 2.0 commonly
used to indicate clinical nonalcoholic fatty liver. KRL
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significantly decreased after bed rest, indicating a lower
global antioxidant capacity. Altogether these data sug-
gest that although systemic inflammation is not apparent,
an onset may have been triggered despite a decrease in
hepatic fat content.

Glucose tolerance and insulin sensitivity

Neither fasting plasma glucose and insulin nor the
quantitative insulin-sensitivity check index (QUICKI)
were modified by bed rest, and no differences were noted
between the two treatments (Table 1). Similarly, the
2-hour AUC:s for glucose, insulin, and exogenous glucose
oxidation were similar before and after bed rest (Fig. 1),
indicating no significant change in whole-body glucose
tolerance. The liver insulin sensitivity index (data not
shown) was not decreased by bed rest. However, the
decrease in both total and high-molecular-weight adi-
ponectin (Table 1) along with the significant reduction in
the muscle insulin sensitivity index suggests reduced in-
sulin sensitivity regardless of the diet provided. No as-
sociation with the changes in FM was noted. By combining
data from the two conditions, we observed a positive
association between bed-rest-induced changes in FFM and
muscle insulin sensitivity index (R* = 0.60; P < 0.001)
(Fig. 1).

Metabolic responses to the challenge test meal

After the test meal, postprandial insulin AUC,; was
not affected by bed rest (Fig. 2). However, postprandial
glucose concentration significantly rose, whereas total
carbohydrate oxidation dropped. There was no bed-
rest X treatment interaction for carbohydrate oxida-
tion, with postprandial glucose AUC-y increasing three
times more in the protein than in the control treatment
(P < 0.02), suggesting a lower glucose uptake, a greater
competition between substrates with whey protein sup-
plementation, or an increase in de novo gluconeogenesis
from amino acids for oxidation.

Interestingly, the decrease in total carbohydrate oxida-
tion adjusted for FEM occurred during the first 3 hours of
the test only and was followed by an increase in post-
prandial glucose in the next 4 hours, suggesting that lower
peripheral glucose uptake contributed to higher glycemia in
inactive conditions. This greater glycemia over the last 4
hours of the test was concomitant with an increase in insulin
AUC;_7y, suggesting the development of glucose in-
tolerance had begun but was detectable only in late
postprandial conditions when stimulated by a fat meal.

Bed rest did not change the time course of postprandial
triglyceride AUC>; but led to a significant reduction in
total NEFA AUC-y in both treatments (Fig. 3). In fact,
postprandial NEFA AUCg_3y significantly increased,
with the increase tending to be higher in the protein
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treatment (interaction = 0.08), whereas the NEFA
AUC;_7y significantly decreased in both conditions.
These changes cannot be attributed to modifications in
time taken for food to enter the small intestine, given that
the rate of appearance of ds;-tripalmitic acid in CM-
TG, a marker of gastric emptying, was not changed.
Rather, they may be caused by the higher insulin con-
centration maintaining adipose tissue lipolysis inhibited
or by a greater use of fat as fuel.

Independent of the condition, both peak to nadir
values and NPRQ variances significantly decreased
(Fig. 4), and insulin variance remained unchanged. This
finding indicates that the lower shift from fat to carbo-
hydrate oxidation from fasting to fed states was related
mainly to metabolic disruptions at the muscle level. The
percentage of NEFA suppression after meal ingestion was
calculated between 0 and 60 minutes and normalized for
insulin AUC-y. The values significantly decreased after
bed rest in both conditions, suggesting a weaker response
of adipose tissue to the effects of insulin.

Skeletal muscle insulin signaling pathway

Changes in gene expression of the key proteins were
measured from skeletal muscle biopsies collected 2 hours
after a snack (Table 2). In both conditions, IRS1 messenger
RNA (mRNA) levels tended to decrease, whereas PIK3R2
mRNA levels tended to increase. Gene expression of all the
other targeted proteins remained unchanged.

Discussion

We have shown that, in lean healthy men, physical in-
activity triggers metabolic inflexibility, even when energy
balance is maintained. Although a decreased insulin
sensitivity index and increased fat deposition were ob-
served at muscle level, systemic glucose intolerance was
detected only in response to a moderately high-fat, high-
energy standard meal. This finding supports our hy-
pothesis that physical inactivity and sedentary behaviors
are determinants of metabolic inflexibility (8, 9) and that
metabolic inflexibility probably precedes the develop-
ment of glucose intolerance when energy balance is
maintained. This finding also suggests that subtle changes
in glucose intolerance may not be apparent when energy
balance is maintained unless challenged with acute
overfeeding, but metabolic inflexibility may be an ef-
fective early indicator of metabolic abnormalities. Met-
abolic inflexibility could be a biomarker for glucose
intolerance and increased risk of metabolic disease that
could be used in preventive strategies.

In a review of MF and insulin resistance, Galgani et al.
(26) suggested that a number of additional metabolic
challenges, besides the clamp, should be considered in the
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Figure 1. Glucose tolerance after OGTT. Mean kinetics of d glucose oxidation and plasma insulin and glucose of the 9 participants are
presented for control and protein treatment at baseline and after 21 days of bed rest after an OGTT at 75 mg. AUCs are presented on the right
side of the figure. OGTT-derived muscle insulin sensitivity index derived from plasma insulin and glucose is presented as calculated from Abdul-
Ghani et al. (21) at the right bottom of the figure. Data are means + SEM. Statistical analyses were performed with a linear mixed effects model
adjusted for period effect and controlled for repeated measures. Results are presented as P values for bed rest (BR), treatment (Trt), and BR*Trt
effects. P < 0.05 is considered significant. The relationship between delta insulin sensitivity index and delta FFM is presented at the left bottom
of the figure. NS, nonsignificant.
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Figure 2. Plasma glucose, insulin, and glucose oxidation after lipid challenge. Mean kinetics of plasma glucose, insulin, and glucose oxidation
and corresponding AUCs after a standardized fat meal (40% fat intake as energy) of the 9 participants are presented for the control and protein
treatments at baseline and after bed rest. AUCs are presented over the 7-hour test and also for the first 3 hours and the last 4 hours of the test.
Data are means *= SEM. Statistical analyses were performed with a linear mixed effects model adjusted for period effect and controlling for
repeated measures. Results are presented as P values for bed rest (BR), treatment (Trt), and BR*Trt effects. P < 0.05 is considered significant.
The relationship between delta insulin sensitivity index and delta FFM is presented at the left bottom of the figure. NS, nonsignificant.

assessment of MF. For example, the fuel shifts in response
to dietary challenges varying in macronutrient composi-
tion could be considered. We recently extended their
statement by ascribing to the view that any paradigm that
aims to assess MF must have three components: stressor,
regulator, and effector (9). It is the allostatic relationship
between the regulator and effector in response to the
stressor that is measured experimentally and informs on
ME. In this study, the stressor was the moderately high-
fat, high-energy test meal, the regulator was insulin, and
the effector was NPRQ. By using this approach, we
demonstrated that physical inactivity leads to metabolic
inflexibility. These data support our previous work sug-
gesting that habitual physical activity predicts MF (10).
Because metabolic inflexibility is increasingly recognized
as one of the causes of obesity and related metabolic
diseases (9), our findings support the key role of physical
inactivity and sedentary behaviors in weight gain.

The absence of clear evidence of whole-body glucose
intolerance and insulin resistance was surprising. Insulin
resistance has been repeatedly observed during bed-rest

studies regardless of sex (23, 27-29), age (8), duration
(27, 28), and phenotype (30, 31). It has been detected
with a number of indices and methods to assess insulin
sensitivity or glucose tolerance, including insulin/glucose
ratio, homeostatic model assessment, and QUICKI,
during an OGTT, intravenous glucose tolerance test, or
hyperinsulinemic euglycemic clamp or in response to
standardized meals (see review in 8). Given the observed
positive association between the muscle index of insulin
resistance and FFM, the modest loss of FEM in this bed
rest may partly explain the discrepancy. Our participants
lost on average half a kilo of FFM. By comparison,
healthy men had lost 2.9 kg after 21 days (32) or 2.4 kg
after 3 months of bed rest (28) in energy balance con-
ditions. Modest decreases in FFM after only 7 days of bed
rest were shown to lead to insulin resistance, but par-
ticipants were in marked positive energy balance, as in-
dicated by high levels of plasma leptin (33). In stable
energy balance and in the absence of FM gain, metabolic
disruption induced by bed rest (and physical inactivity)
may be blunted.
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Figure 3. Plasma triglycerides, nonesterified fatty acids, and ds; palmitate enrichment in chylomicrons after lipid challenge. Mean kinetics of
plasma triglycerides and NEFA and ds; palmitate enrichment in chylomicrons observed after a standardized fat meal (40% fat intake as energy) in
the 9 participants in control and protein treatments at baseline and after bed rest. AUCs are presented over 7 hours after the meal and for the
first 3 hours and the last 4 hours after the meal. Data are means = SEM. Statistical analyses were performed with a linear mixed effects model
adjusted for period effect and controlled for repeated measures. Results are presented as P values for bed rest (BR), treatment (Trt), and BR*Trt

effects. P < 0.05 is considered significant. NS, nonsignificant.

Although the complex pathogenesis of glucose in-
tolerance and insulin resistance is not fully understood,
data accumulated in recent decades indicate that un-
derlying mechanisms include systemic inflammation,
oxidative stress, ectopic lipid deposition, intramuscular
accumulation of lipid intermediates, vascular changes,
and reduced mitochondrial content or oxidative capacity.
Here, the antioxidative stress capacities of the body were
altered, and the increase in ALT, known to be specific of
liver damage, may represent an onset of liver metabolic
dysfunction (34) despite a decrease in hepatic fat content
and levels still in the normal range. The decrease in both
total and high-molecular-weight adiponectin, known to
play a role in regulating insulin sensitivity, despite constant
whole-body FM supports a reduction in insulin sensi-
tivity (35), even though we did not use the gold standard
clamp technique. We also observed an impaired capacity
to shift from fat oxidation in the fasting state to car-
bohydrate oxidation in the fed state, associated with a
greater postprandial insulin concentration in response
to a standard test meal, increased fat deposition in leg
muscles, increased muscle insulin sensitivity index, and a

minor alteration in the insulin-signaling pathway, as
indicated by the slightly reduced muscle IRST mRNA. A
recent report showed that 7 days of bed rest induced
insulin resistance but did not lead to increased skele-
tal muscle lipid content (36). The repartitioning of fat
we observed with an increase in muscle fat deposi-
tion suggests that muscle lipid accumulation probably
takes >7 days, but direct measurements of muscle lipids
are needed to confirm this assumption. Previous studies
showed that bed rest induces a lower glucose disposal
rate along with a decrease in glucose-mediated insulin
pathway proteins GLUT4, hexokinase 2, or glycogen
synthase at the muscle level (37) but also altered fatty acid
transport into muscle and fat oxidation (23, 28). A recent
report indicated that 20 days of bed rest reduced insulin
sensitivity in association with altered muscle mitochon-
drial respiration (32). During overfeeding, these physi-
cal inactivity—induced metabolic adaptations, (i.e., lower
glucose and fatty acid uptake along with altered mito-
chondrial function) are probably the cause of the ob-
served inability of adjusting nutrient oxidation to change
in nutrient availability (i.e., metabolic inflexibility).
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treatment (Trt), and BR*Trt effects. P < 0.05 is considered significant. BDC, baseline data collection; HDT, head-down tilt bed rest; NS,

nonsignificant.

Altogether these results support an ongoing devel-
opment of glucose intolerance, caused by simulta-
neous metabolic dysfunctions, that are not detected
during stable energy balance but unmasked when
during acute positive energy balance.

When a person is inactive, adequate diet composition
is even more critical. Because glucose uptake is impaired
and oxidative capacity is compromised, maintaining low
carbohydrate and fat intake in favor of high protein
intake is probably preferable. In this study, we tested the
effect of whey protein supplementation, because it has
shown positive impact on lipid and glucose metabolism,
insulin sensitivity, and muscle atrophy (13, 38). Overall
we observed no significant effect of the whey protein

supplementation on gene expression of the key protein
involved in insulin-signaling pathways, suggesting no effect
on the protein anabolism pathway. Another team similarly
reported no positive effect of whey protein supplementation
on key proteolysis markers in the same participants (39).
Overall, whey protein supplementation did not prevent
adverse metabolic adaptations to bed rest. On the contrary,
postprandial glycemia was even greater with protein
supplementation compared with the control condition.
As shown recently, this adverse effect may be explained
by the decrease in insulin-mediated glucose disposal
induced by whey protein supplementation (40). Based
on these data, whey protein supplementation does not
seem to be a good countermeasure to bed rest.

8102 J9qWaNON LZ Uo 1senB Aq £901€6/0161/S/€0 1 /A0EIISAE-0]0IE/WD(/W0d"dNO"0IWepEo.//:SdY WOy PapEOjUMOQ



doi: 10.1210/jc.2017-02267

https://academic.oup.com/jcem 1919

Table 2. Microfluidic RT-PCR and Western Blot Analyses in Soleus Muscle

Microfluidic RT-PCR Analyses (Relative

mRNA Levels: Fold Change/Baseline) Statistics

Control (n = 8) Protein (n = 9) BR Effect Trt Effect BR*Trt Effect
IRS1 0.68 = 0.09 0.95 = 0.17 0.06 0.19 0.15
PIK3R1 0.95 = 0.1 1.12 £ 0.1 0.71 0.28 0.31
PIK3R2 1.04 = 0.15 1.24 = 0.07 0.1 0.26 0.26
PKB 0.96 £ 0.13 0.91 = 0.06 0.31 0.79 0.70
GSK3B 0.96 = 0.08 1.01 = 0.07 0.74 0.58 0.61
PRKCA 1.08 = 0.18 0.96 = 0.09 0.84 0.74 0.53
GLUT4 0.87 = 0.15 0.89 = 0.09 0.15 0.94 0.90
MAP2K1 1.05 £ 0.15 0.96 = 0.09 0.95 0.62 0.62
MAPK1 1.02 £ 0.14 0.98 = 0.07 0.96 0.96 0.81

Data are means = SEM.

Abbreviations: GLUT4, glucose transporter type 4; GSK3B, glycogen synthase kinase 3 beta; IRS1, insulin receptor 1; MAP2K1, mitogen-activated protein
kinase kinase 1; MAPK1, mitogen-activated protein kinase 1; PIK3R1, phosphoinositide-3 kinase regulatory subunit 1; PIK3R2, rhosphoinositide-3 kinase
regulatory subunit 2; PKB, protein kinase B; pPKB, phosphorylated protein kinase B; PRKCA, protein kinase C-alpha.

Limitations must be acknowledged. The volunteers’
habitual daily fat intake was about 34% (17), whereas 30%
of energy was provided as fat in the study. This lower-fat
diet in addition to a stable energy balance may explain the
decrease in liver fat content (41) and the absence of fasting
whole-body glucose intolerance. Muscle biopsies were not
performed under controlled insulin-stimulated conditions
and were limited in both number and size. Finally, insulin
sensitivity was not measured by the gold standard method
of the euglycemic hyperinsulinemic clamp; because insulin
resistance is a metabolic adaptation constantly observed
during bed rest, this procedure did not seem necessary.

In conclusion, these data support the role of low levels of
physical inactivity in metabolic inflexibility status, weight
gain, glucose intolerance, and associated metabolic diseases.
Under inactive conditions, metabolic alterations are minor
as long as energy intake matches energy expenditure.
However, when the body faces metabolic challenges with
acute overfeeding, metabolic dysfunctions are unmasked.
Because it has been clearly shown that free-living humans
are unable to spontaneously decrease their energy intake
low enough to match low levels of energy expenditure in
free-living conditions (42), these findings feed the debate
on the respective role of energy intake and physical ac-
tivity in weight gain and associated metabolic diseases.
Over a lifetime, sedentary people will experience a large
number of overfeeding events during which the metabolic
dysfunctions are fully at play, leading to weight gain.
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Résumé en anglais

Space missions and bedrest simulation studies have shown that physical inactivity affects all physiological systems in
humans. In prolonged bed rest conditions, our laboratory (UMR7178, IPHC, DEPE, Strasbourg) showed that metabolic
adaptations were close to that found in the metabolic syndrome associated with metabolic chronic diseases in the general
population. Based on these results, we proposed a hypothesis to describe the cascade of events leading to metabolic
alterations in simulated microgravity, leading to the development of metabolic inflexibility. Metabolic inflexibility is
defined as the inability of the body to adjust fuel use to changes in fuel availability. The first objective of this Thesis was
to test this hypothesis and understand the mechanisms underlying the simulated microgravity induced metabolic alterations.
Specifically, we focused on characterizing the metabolic inflexibility syndrome in humans through clinical investigation of
muscle condition, inflammation and oxidative stress, insulin sensitivity and oxidation of energy substrates in a proof of
concept study and a 60-day microgravity simulation study in healthy male adults. Based on recent studies demonstrating
the impact of nutritional supplements on metabolic adaptations associated with many chronic metabolic diseases, a proof-
of-concept study tested the efficacy of a nutritional cocktail composed of polyphenols, omega-3, vitamin E and selenium.
In the feasibility study, we showed that supplementation reduced muscle atrophy, oxidative stress and the development of
metabolic inflexibility via an improvement in lipid oxidation and a reduction in de novo lipogenesis following a 20-day
period of physical inactivity induced by daily step reduction. Based on these first results, a 60-day bed rest study was
conducted in health men to test the effects of the dietary cocktail in simulated microgravity conditions. In this second human
clinical research study, nutritional supplementation prevented at least partially acute and chronic adaptations caused by
physical inactivity induced by bed rest. In particular, supplementation increased antioxidant blood defenses, prevented
increased lipid levels, reduced lipid oxidation and mitigated the development of acute and chronic metabolic inflexibility
in absence of metabolic challenge. However, the countermeasure did not have a protective effect following a metabolic
challenge in the form of carbohydrate overnutrition. All the results indicate that the development of metabolic inflexibility
appears to be an early event, which, if detected in time, could prove to be a useful biomarker to use to prevent chronic
diseases in the 21st century. Moreover, this study demonstrated the advantage of an antioxidant and anti-inflammatory
cocktail by limiting metabolic alterations without having harmful effects on other systems, while being easy to implement
and cost-effective. Even if the nutritional countermeasure used in this study is not sufficient to keep all physiological
systems intact, further studies will have to be carried out to find the ideal combination of countermeasures to limit
microgravity-induced degradation and thus allow new advances in space exploration (Moon, Mars) over the next decades.
In this line, an adapted protocol of physical activity combined with a nutritional countermeasure in the form of a cocktail
could be a promising approach.

Keywords: microgravity; physical inactivity; metabolic flexibility; metabolism; nutrition
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Résumé

Les missions spatiales et les études de simulation par alitement prolongé ont montré que I’inactivité physique induite par la
microgravité affecte 1’ensemble des systémes physiologiques chez I’humain. En condition d’alitement prolongé notre
laboratoire (UMR7178, IPHC, DEPE, Strasbourg) a montré que 1’adaptation métabolique était proche de celle retrouvée
dans le syndrome métabolique associé, dans la population générale, a de nombreuses pathologies. Une hypothése a été
émise pour décrire la cascade des événements entrainant les déréglements métaboliques en microgravité simulée. Cette
cascade d’adaptions aurait pour conséquence le développement d’un état d’inflexibilité métabolique, définie comme une
incapacité a ajuster 1’utilisation des nutriments comme substrats aux changements de disponibilité des nutriments et dont la
compréhension reste toutefois incompléte. Lors de ce projet de thése, nous nous sommes attachés a caractériser le syndrome
d’inflexibilit¢ métabolique chez I’Humain a travers I’investigation clinique de 1’état musculaire, de I’inflammation et du
stress oxydant, de la sensibilité a I’insuline et de I’oxydation des substrats énergétiques au cours d’une étude de preuve de
concept et d’une étude de simulation de microgravité de 60 jours. Sur la base d’¢tudes récentes démontrant 1’impact de
compléments nutritionnels sur les adaptations métaboliques associées a de nombreuses maladies métaboliques chroniques,
une ¢tude de preuve de concept a permis de tester I’efficacité d’un cocktail nutritionnel composé de polyphénols, d’oméga-
3, de vitamine E et de sélénium. La supplémentation a permis de réduire I’atrophie musculaire, le stress oxydant et le
développement d’une inflexibilité métabolique par I’intermédiaire d’ une meilleure oxydation lipidique et d’une réduction
de la lipogenese de novo suite a une période d’inactivité physique de 20 jours. Sur la base de ces premiers résultats, une
¢tude d’alitement de 60 jours a ét¢ menée chez I’Humain pour tester les effets du cocktail nutritionnel en condition de
microgravité¢ simulée. Dans cette seconde étude, la supplémentation nutritionnelle a permis de prévenir au moins
partiellement des adaptations aigiies et chroniques engendrées par l’inactivité physique au cours de 1’alitement. En
particulier la supplémentation a augmenté les défenses sanguines anti-oxydantes, a prévenu 1’augmentation de la lipidémie
et la réduction de I’oxydation lipidique et a contenu le développement d’une inflexibilité métabolique aigue et chronique
en absence de challenge métabolique. Toutefois la contremesure n’a pas eu d’effet protecteur suite a un challenge
métabolique sous forme de surnutrition glucidique. L’ensemble des résultats indique que le développement d’une
inflexibilit¢ métabolique apparait comme un événement précoce, qui, décelé a temps pourrait se révéler comme un
biomarqueur d’intolérance au glucose dans des stratégies de prévention des maladies chroniques du XXI¢me siecle. Plus
encore, cette étude a permis de démontrer I’atout d’un cocktail antioxydant et anti-inflammatoire en limitant les altérations
métaboliques sans avoir d'effets néfastes sur les autres systémes, tout en étant une contremesure facile a mettre en ceuvre et
peu coliteuse. Quand bien méme la contremesure nutritionnelle utilisée lors de cette étude ne serait pas suffisante pour
maintenir I’ensemble des systémes physiologiques intacts, d’autres études devront étre menées afin de trouver la
combinaison de contremesures idéale permettant de limiter les dégradations induites par la microgravité et ainsi permettre
des nouvelles avancées dans I’exploration spatiale (Lune, Mars) au cours des prochaines décennies. En ce sens, un protocole
adapté d’activité physique combiné a une contremesure nutritionnelle sous forme de cocktail semble étre une piste
prometteuse.

Mots clés : microgravité ; inactivité physique ; flexibilité métabolique ; métabolisme ; nutrition




