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Résumeé

Une des causes de I’augmentation de la prévalence de 1’obésité et des maladies chroniques
au niveau mondial (notamment dans les pays occidentaux) est la consommation de régimes
hypercaloriques. A I’inverse la consommation d’un régime riche en fibres alimentaires est
favorable & une bonne santé. Or la consommation de fibres alimentaires dans les pays
occidentaux (20 g/j en France) est inférieure aux recommandations alimentaires préconisées
par les organismes de santé (30 g/j). Un des moyens possibles d’augmenter 1’ingestion des
fibres est la mise a disposition d’aliments enrichis en fibres, et en particulier de fibres capables
d’impacter favorablement sur la sant¢ métabolique (les fibres fermentescibles). L’objectif de
ma these a donc été de déterminer si, chez des mini-porcs en situation de surnutrition, une
supplémentation en un mélange de fibres fermentescibles inclues dans un aliment de
consommation courante (le pain) ¢était capable de limiter [’apparition des désordres
métaboliques associés au développement de 1’obésité. Quatorze mini-porcs femelles ont été
nourries 2 mois avec un régime en surnutrition enrichi en saccharose (10% p/p) et huile de
palme (10% p/p) supplémenté ou non avec un mélange de fibres (25 g/j, pectine, inuline et
amidons resistants) inclues dans un pain (250 g/j). Les animaux ont été cathétérisés au niveau
intestinal et hépatique pour mesurer les flux nets splanchniques de nutriments durant
I’adaptation aux régimes expérimentaux. Des féces ont été prélevés pour analyser le microbiote
et son activité. A I’euthanasie des animaux (apres 56 jours de traitement nutritionnel), des tissus
(Jéjunum, caecum, foie, muscle, tissu adipeux) ont été prélevés pour un phénotypage
métabolique (histologie, transcrits de genes, protéomique).

Nous avons mis en évidence que la supplémentation en fibres fermentescibles, apres 2
mois de surnutrition, permettait de limiter la prise de poids corporelle, I’accumulation de
gouttelettes lipidiques dans le foie et stimulait 1’activité oxydative des tissus périphériques
(comme le muscle). La moindre accumulation de gouttelettes lipidiques dans le foie est associée
a une réduction de I’entrée des lipides (Fabp1) et une baisse probable de la lipogenése (Srebp-
1c). Ce mécanisme, confirmé par I’analyse des flux de nutriments, a induit une augmentation
de la biodisponibilité en nutriments énergétiques vers les tissus périphériques. Les nutriments
en exces sont pris en charge par le muscle via une augmentation de 1’activité oxydative (1
ARNmM Pgcla, Ppara, Nrf2, Acox, Ucp2, sdha, Cptl-m). Ces modulations de dialogue foie-
muscle avec la supplémentation en fibres pourrait passer par GLP1 et/ou GLP2 synthétisés par
les cellules L de I’intestin (1 ARNm de GCG jéjunum) et par une stimulation de la signalisation
par les acides gras a chaine courte (AGCC) dans le caeccum (T ARNm GPR41) mais
probablement pas par une action directe des AGCC sur les tissus périphériques. Ces résultats
montrent donc une amélioration du profil métabolique des mini-porcs en surnutrition lors de la
supplémentation en fibres alimentaires fermentescibles via une réorganisation de ’utilisation
des nutriments entre le foie et les tissus périphériques et une adaptation de leurs activités
métaboliques. La quantité de fibres et de pain supplémentées dans notre étude, raisonnable,
permet d’envisager une étude chez I’homme pour valider ces concepts et la stratégie
nutritionnelle.

Mots clés : Fibre fermentescible, acide gras chaine courte, foie, muscle, tissu adipeux, obésité



Abstract

Hypercaloric diets are one of the causes of the increased obesity prevalence worldwide
(and particularly in western countries). Conversely, dietary fibers consumption is associated
with a better health status. Yet, dietary fibers consumption in western countries (20 g/d in
France) is below the values of dietary fiber intake recommended by health care organizations
(30 g/d). One of the ways to increase fiber intake in populations is to supply fiber-enriched
foodstuffs, and particularly food products enriched with fibers capable to improve metabolic
health (i.e. fermentable fibers). The aim of this thesis was to determine if, in overfed minipigs,
dietary fermentable fibers supplementation included in a regularly consumed food (i.e. bread),
was capable to limit the obesity-linked metabolic disorders induced by overfeeding. Fourteen
female minipigs were overfed for 2 months with a diet supplemented with sucrose (10% w/w)
and palm oil (10% w/w) associated with a supplementation (or not) of fibers (25 g/d, pectin,
inulin & resistant starch) included in a specially designed bread (250 g/d ingested). Animals
were multicatheterized at the gut and hepatic levels for net splanchnic nutrients fluxes
measurements over the experimental period. Feces were also sampled for microbiota
composition and activity analysis. Animals were euthanized after 56 days of nutritional
treatment and tissues sampled (caecum, jujunum, liver, muscle, adipose) for metabolic
phenotyping (histology, qRT-PCR, proteomics).

We have shown that fermentable fibers supplementation, in a situation of overnutrition
for 56 days, was capable to limit body weight gain and lipids droplets accumulation in the liver.
We also observed a stimulation of the oxidative capacity in peripheral tissues (particularly the
muscle). The decreased lipids droplets accumulation within the liver was due to a decreased
entry of lipids (Fabpl) and a probable decreased lipogenesis (Srebp-1c). This mechanism,
confirmed by the analysis of net nutrients fluxes, induced an increased bioavailability of energy
nutrients to peripheral tissues. This excess of nutrients was handled by the muscle that increased
its oxidative capacity (T mRNA Pgcla, Ppara, Nrf2, Acox, Ucp2, sdha, Cptl-m). This altered
liver-muscle cross talk could be regulated by an increased release of GLP1 and / or GLP2 by
intestinal L cells (1 mRNA jejunum GCG) and stimulation of short chain fatty acids receptor
(SCFA) GPR41 in caecum (T mRNA). A direct action of SCFA directly on peripheral tissues
is highly improbable. As a conclusion, fermentable fibers supplementation, even during
overfeeding, was beneficial for metabolic health via an impact on tissues cross talk and
metabolic activities regulations. The next step would be to test a similar nutritional strategy in
human being.

Keywords: fermentable fiber, short chain fatty acid, liver, muscle, adipose tissue, obesity.
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Groupe

d’aliments / Obesité Diabéte Maladies
. cardiovasculaires
boissons
Association Degré de Association avec Degré de Association Degré de
avec le risque certitude le risque certitude avec le risque certitude
Boissons sucrées Risque 2 de prise | Convainquant 2 du risque Probable 7 du risque Probable
de poids
Boissons alcoolisées | Risque & de prise | Probable N du risque pour | Données A du risque (vin, | Probable
de poids chez une consommation | suggestives biére en
I’homme modérée (femmes) | mais limitées consommation
modérée)
Fruits et [égumes Risque N de prise | Données A du risque (baies, | Données N du risque Convainquant
de poids suggestives  mais | légumes, feuilles | suggestives
limitées vertes) mais limitées

Produits laitiers A de poids > lors | Données N du risque | Probable A du risque Données

de la restriction | suggestives mais | (yaourts, fromage, suggestives
énergétique chez | limitées produits laitiers peu mais limitées
sujets en surpoids gras)

Pas de relation

chez sujets | Insuffisant

normopondéraux

Viande Risque 2 de prise | Données 2 du risque (hors | Probable 2 du risque (hors | Probable

de poids suggestives mais | volailles) volailles)
limitées
Produits céréaliers Pas de relation | Insuffisant N du risque | Probable N du risque | Probable
définie (céréales (céréales
complétes) complétes)
Poissons Pas de relation | Insuffisant A du risque | Données N du risque | Probable
définie (population  nord | suggestives d’AVC
américaine /| mais limitées
hétérogene europe)
Y] du risque
(population
asiatique)

Oeufs Pas de relation | Insuffisant Pas de relation | Insuffisant

définie définie

Produits  céréaliers Pas de relation | Insuffisant

raffinés définie

Légumineuses Pas de relation | Insuffisant Pas de relation | Insuffisant

définie définie

Alimentation de type 2 du risque (pas de | Probable Pas de relation | Insuffisant

« occidental » réduction avec une définie

alimentation
« prudente »)

Alimentation N du risque Données N du risque | Convainquant

conforme aux suggestives (alimentation de

recommandations mais limitées type prudent,
méditerranéen)

Café N du risque Convainquant | N du risque Données
suggestives
mais limitées

Thé Pas de relation | Insuffisant N du risque Probable

définie

Tableau 1 : Synthése des relations entre groupes d’aliments et risque d’obésité,
de diabéte et de maladies cardiovasculaires (Expertise collective ANSES, 2016)




Mutations et évolutions des pratiques alimentaires et des modes de vie chez I’homme :

conséquences sur la santé

L’évolution de I’état de santé de la population mondiale est en partie la conséquence de
profondes mutations de nos pratiques alimentaires et de nos habitudes de vie. Jusqu'a la fin du
Paléolithique, ’homme était un chasseur cueilleur. Sa nourriture était constituee de 35% de
viande et 65% de produit végétaux (plantes, fruits) (1) qui permettaient d’apporter 1’énergie et
les nutriments nécessaires au bon fonctionnement de 1’organisme (protéines (35%), glucides
(45%), lipides (21%) et fibres alimentaires (46g)) (1,2). A ce type d’alimentation s’ajoutaient
des dépenses énergétiques intenses liées a une activité physique importante lors de la chasse ou
des cueillettes. Au néolithique, avec la naissance de 1’agriculture et de 1’élevage, I'nomme est
passé du statut de prédateur a celui de producteur sédentaire (3) induisant une modification de
son mode de vie et de ses pratiques alimentaires. L’alimentation devient moins diversifiée en
protéines animales (petits ruminants) et plus limitée en especes végétales consommées
(céréales, blé, riz, mais, légumineuses) avec des disparités géographiques (4). Cette transition
est souvent associée a une augmentation de la proportion de la consommation des lipides au
détriment des protéines (protéines (13%), glucides (46%), lipides (38%) et fibres alimentaires
(209)) (2,5). Dés le 20°™ siécle, on assiste a une évolution majeure et inédite des
comportements alimentaires due a une évolution de 1’offre de produits alimentaires plus
industrialisés (ayant subi des processus de transformation accrus), 1’urbanisation et la
mondialisation des marchés.

Ainsi, depuis ’antiquité et le moyen age (Hippocrate 5™ siécle avant JC ; Rhazés,
Bagdad 10°™ siécle aprés JC), le role et I'impact de I’alimentation (en association avec
I’activité physique) sur notre état de santé et le développement de pathologies nutri-induites a
été empiriqguement suspecté puis montré par de nombreuses études observationnelles
épidémiologiques ou interventionnelles (6). Un récent rapport d’expertise collective de
I’ ANSES datant de Novembre 2016 résume ce propos en ayant analysé la bibliographie issue
d’études sur cohortes afin d’établir des liens entre des groupes d’aliments ingérés et diverses
maladies et indicateurs de santé. Parmi les pathologies étudiées, la prise de poids et 1’obésité,
les maladies cardiovasculaires et le diabéte de type 2 ont été spécifiquement étudiés (Tableau
1).
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Ainsi, pour les déréglements métaboliques que sont 1’obésité et les pathologies associées
majeures (le diabéte et les maladies cardiovasculaires), les groupes d’aliments comme les fruits
et 1égumes, les produits céréaliers complets ainsi qu’une alimentation globalement conforme
aux recommandations permettent de limiter 1’occurrence de ces pathologies alors que les
boissons sucrées et I’alimentation de type occidental sont plus associés a une augmentation du

risque de développer ces pathologies.
Etat des lieux en France

En France, comme dans de nombreux pays industrialisés, nous assistons a une forte
augmentation de la prise énergétique alimentaire globale (Figure 1) associée avec une
modification des types d’aliments consommés (Figure 1 et 2).

Une diminution réguliere de la part des céréales et pain, des fruits et Iégumes et de la
viande est constatée. A I’inverse, la part des produits sucrés, des boissons non alcoolisées (dont
les sodas) et des plats préparés augmente (Données France Agrimer 2011, INSEE, 2015 ;
données Ministere de la Santé). Notamment, la consommation de pain par personne a
significativement diminué depuis 1 siécle (méme si elle reste importante quantitativement) et
est passée de 220 kg/an en 1880 a 120 kg/an en 1950 et 60 kg/an en 1996 et se stabilise depuis.
Au regard des données précédemment commentées de I’ ANSES (Tableaul), nous augmentons
donc notre consommation d’aliments favorables a la prise de poids, au développement du
diabéte et des maladies cardiovasculaires tout en diminuant la consommation de ceux qui
devraient les limiter. Tout particulierement, on assiste a une réduction de la consommation de
groupes d’aliments considérés comme des sources de glucides complexes (amidon et fibres
alimentaires) alors que la contribution des sucres simples (via notamment la prise de produits

transformés sucrés) augmente.

Pour compléter les données en France, 1’étude INCA 3 (2017) stipule clairement que « le
statut pondéral et le niveau d’activité physique des frangais restent inadaptés » avec 34% de la
population 18-79 ans en surpoids et 17% obeéses avec plus de 80% de la population des adultes
de 18 a 79 ans ayant un comportement sédentaire. Une politique nutritionnelle nationale

renforcée est ainsi recommandée.
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Aliments riches en fibres alimentaires et politiques de santé

Un des corollaires majeurs de 1’évolution de ces comportements alimentaires est la baisse
de la consommation des aliments riches en fibres alimentaires. Ainsi la consommation en fibres
en France est de 20 g/j en moyenne chez les adultes (7), ce qui est trés inférieur aux
recommandations de I’ANSES avec un apport conseillé de 30 g/j.

Les groupes d’aliments dont la consommation a baissé (pain et céréales, fruits et Iégumes)
sont en effet les principaux vecteurs de fibres pour les populations de 18 a 79 ans (fibres
apportées par les fruits et légumes : 36%, produits céréaliers : 27%, biscuits, patisseries et
sandwichs : 14%, pommes de terre, légumineuses et céréales : 10%).

Des politiques pro-actives visant & augmenter la part des aliments vecteurs de fibres dans
I’alimentation ont été mises en place depuis les années 1970 dans les pays développés dans
I’objectif d’améliorer la santé de la population (8). En France, des groupes de réflexion
gouvernementaux (Ministere de la Santé) (

) ont réfléchi aux diverses
stratégies susceptibles d’augmenter la part des fibres dans 1’alimentation, partant du constat que
les aliments vecteurs de fibres existent, 1I’offre est diversifiée, mais ces aliments manquent
d’attractivité pour le consommateur. Les recommandations issues de ce rapport sont les
suivantes :

1. Améliorer I’accessibilité aux aliments vecteurs de fibres
- Poursuivre I’amélioration nutritionnelle de I’offre d’aliments vecteurs de fibres en prenant
en compte le niveau d’acceptabilité par le consommateur (reformuler des produits pour
augmenter leur teneur en fibres, diversifier ’offre en mettant sur le marché de nouveaux
produits)

- Développer I’accés aux aliments vecteurs de fibres dans le domaine de la restauration
collective

2. Sensibiliser les consommateurs a I’importance d’augmenter la part des fibres dans leur

alimentation (sensibiliser sur les effets bénéfiques et améliorer la connaissance des produits).

m ’
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Concernant le point n°2 visant a sensibiliser les consommateurs, les mesures n’ont pas
toujours d’effet visible sur le court-moyen terme. C’est le cas par exemple du programme
« manger au moins 5 fruits et Iégumes par jour » lancé en 2007 (donc I’objectif est d’augmenter
notamment la part des fibres dans I’alimentation) qui n’a eu que peu d’impact sur la
consommation de ces produits avec 93% des francais qui avaient eu connaissance du message
et seulement 3% qui avaient changé leur comportement sur la période. Pourtant, un effet long
terme est possible car il est a noter que la consommation des fruits et légumes, mais aussi de
pain complet est globalement stable depuis 2009 (= pour les légumes, +1% pour les fruits par

habitant en volume).

Intégration du travail de these dans la problématique générale de I’équipe iMPROVINg de

’Unité de Nutrition Humaine.

L’équipe iMPROVINg, dans laquelle a été réalis€¢ mon travail de these, s’intéresse
depuis de nombreuses années aux interrelations/compétitions entre tissus de 1’aire splanchnique
d’une part (intestin et foie) et les tissus périphériques (muscle en particulier) d’autre part, pour
’utilisation des nutriments dans des situations physiopathologiques que sont 1’insulino-
résistance (9,10) ou surtout le vieillissement (11,12) sur modéles animaux (rongeur, mini-porc
multi-cathétérisé/canulé) et ’homme. Une utilisation accrue des nutriments (tant qualitative que
quantitative) par les tissus de 1’aire splanchnique peut en effet étre responsable d’un défaut
d’apport de nutriments aux tissus périphériques comme le muscle et se traduire in fine par un
défaut de masse et de fonction musculaire, une dépendance accrue et une espérance de vie
diminuée chez les sujets agés notamment (13).

Grace a ces connaissances des besoins de I’aire splanchnique en nutriments dans
diverses situations physiopathologiques, il est possible de mettre au point des stratégies
nutritionnelles efficaces pour retarder/limiter 1’apparition de ces pathologies et désordres
métaboliques (14). L’effet de la supplémentation protéique (nature et quantité de protéines), en
acides aminés, ainsi que I’effet de facteurs anaboliques comme [I’insuline ou des
micronutriments (vitamine E, antioxydants ...) (15) sur le métabolisme protéique corporel et
musculaire ont été trés largement étudiés (14).

Plus récemment, le rle du microbiote intestinal a été montré comme majeur dans le
développement des pathologies nutri-induites (16). Une altération de sa richesse et de sa
composition en phyla est également fortement perturbée avec 1’age (17). L’équipe iMPROVINg
a donc progressivement intégré le microbiote intestinal (en interaction avec 1’alimentation)

comme un des éléments régulateurs & prendre en compte dans les mécanismes d’initiation et de
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développement de I’insulino-résistance et comme un des déterminant du vieillissement en
bonne santé (17). Les fibres alimentaires étant capables a la fois d’interagir avec le microbiote
et d’impacter le plus efficacement sur le statut d’insulino-sensibilité, elles constituent dans ce
cadre une cible privilégiée pour des interventions nutritionnelles, d’autant que les politiques de

santé (voir plus haut) encouragent fortement un accroissement de leur consommation.

L’objectif global de mon travail de thése était de déterminer si, dans le cadre d’une
surnutrition chronique (2 mois), un apport d’un mélange de fibres fermentescibles
incluses dans un pain apporté en quantité raisonnable, était capable de limiter
Papparition des désordres métaboliques corporels et tissulaires associés au
développement de I’obésité induite par la surnutrition. Un effet bénéfique de cet apport
en fibres ayant été observé, je me suis par la suite intéressé aux mécanismes explicatifs
des modulations métaboliques constatées sur mon modéle animal au niveau de I’aire
splanchnique (foie essentiellement et intestin) et les tissus périphériques (muscle et tissu

adipeux).

Le présent document consiste donc préalablement en une analyse bibliographique des
études s’étant intéressées a I’impact des fibres et aliments riches en fibres, dans leur diversité,
sur la santé au sens large et les différentes pathologies nutri-induites. Sont détaillés ensuite les
mécanismes physiologiques et moléculaires ainsi que les médiateurs permettant d’expliquer
comment les fibres alimentaires peuvent moduler le métabolisme corporel et tissulaire.

Les résultats issus de mon travail de thése sont ensuite présentés et discutés sous forme
de deux publications. La premicre partie du travail a consisté en 1’étude ciblée de I’impact des
fibres alimentaires sur I’infiltration lipidique dans le foie (une des cibles majeures connues des
fibres alimentaires) et la régulation des principales voies d’utilisation des métabolites dans cet
organe. La deuxieme partie du travail s’est focalisée sur I’impact des fibres alimentaires sur le
phénotype et ’activité métabolique des tissus périphériques (muscle essentiellement et tissu
adipeux) en interaction avec les nutriments mis a disposition par les tissus splanchniques.

La derniére partie du document consiste en une synthese et analyse critique de
I’ensemble des résultats, complétées de résultats préliminaires plus récents de caractérisation
du microbiote et de son activité dans le cadre de collaborations avec la plateforme d’Exploration
du M¢étabolisme de ’'UNH (analyse métabolomique des eaux fécales) et de MetaGenoPolis

(analyse de la composition du microbiote).
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Composants et

Définition de la notion de « fibre alimentaire » unités Références
monomeériques
Les fibres alimentaires sont les parties comestibles des plantes ou des hydrates de F=PNA+AR+ | Association
carbone résistants a la digestion et a I'absorption dans I'intestin gréle humain avec OS + lignine Americaine des
une fermentation compléte ou partielle dans le gros intestin. Les fibres alimentaires UM >3 Chimistes Cérealiers
comprennent les polysaccharides, les oligosaccharides, la lignine et les substances (AACC)
végétales associees. 2001
Les fibres sont des polyméres glucidiques (unité monomérique : UM>3) non digérées | F = PNA + AR+ Agence Francaise de
ni absorbées dans l'intestin gréle. Elles sont : OS + lignine Sécurité Sanitaire
o D'origine végétale, associés ou non dans la plante a des polyméres de UM >3 Des Aliments
lignine ou non-glucidiques (polyphénols, cire, saponines, cutine, (AFSSA, France)
phytostérols). 2002
e Polyméres d'hydrates de carbone synthétiques (UM=>3) transformés
(physiquement, enzymatiquement ou chimiguement)
) ) ) o ) o o ) F=PNA + AR+ Institut de Médecine
Les fibres alimentaires sont constituées de glucides non digestibles et de lignine qui OS + lignine (ETATS-UNIS) loM
sont intrinséques et intacts dans les plantes.
UM >3 2005
Fibres : polymeres glucidiques, de plus de 10 unités monomériques qui ne sont pas F =PNA + AR+ Codex Alimentarius
digérés par les enzymes intestinales. Elles sont classées de la maniere suivante : OS + lignine et (ALINORM
o Polymeéres glucidiques comestibles naturellement présents dans les aliments. | autres 09/32/REP
Si elles sont d’origine végétale, elles peuvent comprendre des fractions de UM >10 ALINORM 10/33/26,
lignine ou d'autres composeés associés a des polysaccharides dans les parois 10/33/REP) 2008
cellulaires végétales.
e Les polymeres de glucides, qui ont été obtenus a partir de matiéres
premieres alimentaires par des moyens physiques, enzymatiques ou
chimiques
Fibres : polyméres glucidiques, de plus de 3 unités monomériques, qui ne sont ni F =PNA + AR+ Commission
digérés ni absorbés dans l'intestin gréle humain et appartiennent aux catégories 0S européenne (2008)
suivantes : UM >3 Directive 2008/100 /
e Polyméres glucidiques comestibles naturellement présents dans les aliments B CE
e Les polymeres glucidiques comestibles obtenus a partir de matieres
premieres alimentaires par des moyens physiques, enzymatiques ou
chimiques
Les fibres alimentaires sont des glucides non digestibles plus la lignine les principaux | F = PNA + AR+ Autorité Européenne
types de fibres sont : OS + lignine de Sécurité des
e Les polysaccharides non amylacés (cellulose, hémicelluloses, pectines, UM >3 Aliments EFSA
hydrocolloides (gommes, mucilages, B-glucanes)), 2010
e Les oligosaccharides (OR) résistants (fructo-oligosaccharides (FOS),
galacto-oligosaccharides (GOS), d'autres oligosaccharides résistants),
e L'amidon résistant
e La lignine associée aux polysaccharides fibreux alimentaires.
Les fibres sont des polymeéres glucidiques (UM>3) présentes naturellement dans les | F = PNA+ AR+ | Santé Canada
aliments d’origine végétale ou synthétique et qui ne sont pas digérées ni absorbées OR 2012
dans l'intestin gréle. UM >3
F =PNA + AR+ Administration des
Les fibres alimentaires sont des polysaccharide solubles et insolubles non digestibles | OS + lignine aliments et des
(UM>3) et la lignine des végétaux. UM >3 médicaments (FDA)

2014

Tableau 2 : Principales définitions des fibres alimentaires. AR, amidons résistants ; F, fibres ; PNA,
polysaccharides non amylacés ; OS, oligosaccharides ; UM, unités monomériques (8).
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I. 1. Définition

La notion et définition de « Fibre Alimentaire » a évolué progressivement avec les années.
Le terme lui-méme a été utilise pour la premiére fois en 1953 par le Pr Hipsley (18). Depuis,
une définition des fibres alimentaires a été proposée par Trowell, dans les années 70, et incluait
dans la notion de fibres tous les composants de la paroi végeétale (19) qui sont trés peu digérés
dans la partic haute de I’intestin par les étres humains (20). Depuis, de tres nombreuses
définitions plus ou moins restrictives ont été proposées (Tableau 2). Il est néanmoins accepté
comme définition globale que les fibres alimentaires « sont des polysaccharides endogénes
des végétaux, qui sont résistants a 1'hydrolyse par les enzymes digestives de ’homme »
(21,22).

Certaines fibres alimentaires peuvent prendre la dénomination de prébiotique (fibres
fonctionnelles), un concept introduit en 1995 par Gibson et Roberfoid comme des composés
capable de moduler le microbiote intestinal (23). Les prébiotiques sont des ingrédients
alimentaires non digestibles par les enzymes intestinales et qui stimulent de maniére sélective,
au niveau du colon, la multiplication ou I’activit¢é d’un ou plusieurs groupes bactériens
susceptibles d’améliorer la santé de 1’hote (24). Contrairement aux fibres alimentaires qui
présentent des effets & de nombreux niveaux intestinaux et de 1’organisme, les prébiotiques sont
des substances non digestibles qui procurent un effet physiologique bénéfique a I'hdte en
stimulant sélectivement la croissance ou l'activité d'un nombre limité de bactéries intestinales
de I’hote (18,25).

l. 2. Classification des fibres alimentaires

I. 2 .1. Caractéristique et méthode de quantification des fibres alimentaires

Les fibres alimentaires appartiennent ainsi a la famille des glucides complexes
comprenant tous les glucides de taille supérieure a 3 unités monomériques (UM > 3). Elles
peuvent étre regroupées selon leurs caractéristiques physicochimiques (poids moléculaire,
nature des monomeres glucidiques, types de liaison entre monomeres). Ce sont ces
caractéristiques physicochimiques qui seront par la suite responsables de leurs comportements
physicochimiques dans I’intestin de 1’hdte (solubilité, viscosité) mais aussi de leur capacite a
étre dégradées par les microorganismes intestinaux (fermentescibilité) et in fine de leurs effets
physiologiques. Elles sont essentiellement représentées par les oligosaccharides (OS : 3 < UM
< 10) et les polysaccharides (UM > 10) comprenant les polysaccharides non amylacés (PNA)

et les amidons résistants (AR) (8).
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Plusieurs méthodes existent pour doser les fibres totales dans les aliments (26). Leur
principe général est d’éliminer, par digestion enzymatique, les composés « non fibre » et de
doser dans la fraction restante les « fibres alimentaires » de maniére plus ou moins spécifique.
La méthodes AOAC (Association Of Analytical Chemists) (AOAC 985.29, méthode initiale de
référence) (27) est de loin la méthode qui a été la plus utilisée dans le passé pour doser les fibres
totales dans un aliment. Elle consiste en une hydrolyse enzymatique (et pesée du résidu
contenant les fibres insolubles) et d’une précipitation des fibres solubles (UM >a 12) a I’éthanol
80%. Plus précisément, cette méthode AOAC dose :

» Un ensemble de polyosides (pariétaux, modifiés, de reserve ; des gommes et des
mucilages), la lignine, une partie de I’amidon résistant rétrogradé (AR3) sans doser les
ARL1 et 2 natifs.

» Mais cette méthode dose également des fractions indéterminées pouvant étre composees
de cires, produits de Maillard ou composés phénoliques. Cette fraction peut représenter
jusqu’a 20% du résidu de fibres.

Par conséquent, la méthode AOAC 985.29 ne dose pas la totalité des ARs, elle ne quantifie pas

Iinuline, les FOS (Fructo-oligosaccharides), les B-glucanes et le polydextrose et elle est peu

spécifique.

Pour tenir compte de ces biais, McCleary et al en 2007 ont proposé une méthode AOAC
modifiée permettant de mesurer la totalité des fibres alimentaires (PNA, certains OS, ARs) [13].
La particularité de cette méthode, est I’utilisation d’une digestion enzymatique a 37 ° C, suivie
d'une mesure gravimétrique pour la quantification des fibres alimentaires a haut poids
moléculaire et d’une chromatographie liquide pour quantifier les fibres alimentaires de faible
poids moléculaire ; une quantification spécifique des ARs est également réalisée. Ces méthodes
de dosage des fibres alimentaires, et notamment des versions améliorées de la méthode AOAC
(AOAC 2011.25 et AOAC 991.43) font encore actuellement 1’objet d’optimisation et de

validation dans la littérature sur de nombreux aliments (28).
I. 2. 2. Les différents types de fibres

I. 2. 2. 1. Polysaccharides non amylacés

Les polysaccharides non amylacés (PNA) sont des polysaccharides complexes qui
contiennent jusqu'a plusieurs centaines de milliers d’unité de monosaccharides, unies par des
liaisons glycosidiques. Ils sont composés de differents types de monomeres, qui sont liés de

maniére prédominante par la liaison B-glycosidique.
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<« Hémicellulose

«— Pectine

Microfibrille
de cellulose

Protéine

Figure 3 : Structure de paroi cellulaire végétale. Représentation
schématique des principaux composants structuraux polysaccharidiques
d'une paroi cellulaire végétale primaire "'typique’ (29)

o)
HON
CH,OH
(0]
CH,OH CH,OH OH
o) o o ©
OH
CH,OH OH
o © OH
& OH OH
CH,OH p-(1.4)-D-glucose #-(1.3)-D-glucose
O O
OH OH
B-(1.4)-D-glucose
(0]
OH

Figure 5 : Formule chimique de la g-glucane



Chez les plantes, les PNA sont présents en tant que polysaccharides structuraux dans les
parois cellulaires des végétaux a savoir les fruits, les léegumes ou les céréales (Figure 3).
Drailleurs, la paroi cellulaire et/ou I’endosperme des végétaux sont composés d’un réseau de
PNA comme des fibrilles de cellulose, hémicellulose (xyloglucane, arabinoxylanes, B-glucane)
incorporées dans un réseau de pectines (29). Ces polysaccharides sont associés et/ou substitués
par d'autres polysaccharides, comme la lignine, protéines et composés phénoliques. Les PNA
composent plus de 90% de la paroi cellulaire des plantes et a I’inverse constituent généralement
moins de 10% du poids de la graine (30).

Les PNA sont de plusieurs type et se distinguent par la composition de leur squelette
saccharidique, le types de liaisons, ainsi que par la nature de leur chaine latérale. Parmi les PNA

les plus connus, on retrouve :

% La cellulose

La cellulose est un composant majeur de la paroi cellulaire des végetaux. Elle représente
environ un quart des fibres alimentaires dans les céréales et les fruits et un tiers des fibres dans
les Iégumes et les fruits a coque. La cellulose est constituée d’un squelette de polysaccharide
linéaire non ramifié, de 10 000 unités de glucose, liés entre eux par des liaisons -(1,4) (31)
(Figure 4). Les molécules de cellulose peuvent étre associées avec d’autres polysaccharides

comme les glucanes ou arabinoxylane en liaisons -(1,3) (32).

% La B-glucane

La B-glucane est une fibre soluble, présente chez les membres de la famille des
monocotylédones, a laquelle appartiennent les céréales (blé, seigle, avoine, orge) et les
graminées (32,33). Les principales sources de la B-glucane sont les grains d'orge (5-20 %),
d'avoine (3-8%), de sorgo (1,6-6,2%) et de seigle (1,3-2,7%), tandis que le blé, le riz et le mais
ont des concentrations plus faibles (0,13-1,7%) (34,35). Contrairement a la cellulose, les [3-
glucanes sont des polymeéres de glucose liés entre eux par des liaisons p-(1,3) et p-(1,4) (33,34)
(Figure 5). Les molécules de B-glucanes dans I’orge sont constituées a 70% de liaison p-(1,4)
et a 30% de liaison B-(1,3), dont les segments de deux ou trois liaisons -(1-4) sont separés par
une liaison unique B-(1,3). La solubilité de la B-glucane va étre influencée par sa structure, et
de son degré de polymérisation lié a la composition de ses chaines latérales et leur fréquence.
Une moindre présence de liaison B-(1,3) et/ou un fort degré de polymérisation rend moins

soluble la B-glucane dans 1’eau (36,37).
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xylose

Figure 6 : Formule chimique de I’Arabinoxylane
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Figure 7 : Formule chimique de la chaine principale
de la molécule de la Pectine

CH,OH
OH 0
Manose - <+ (Galactose
o
CHon CHOH
0 0
OH OH OH OH OH O OH OH
cnon cnon

Figure 8 : Formule chimique de la gomme de guar
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% Le psyllium (arabinoxylane)

Le psyllium est un mucilage gélifiant isolé de la plante Plantago ovata (Plantain des
Indes), une plante indigéne d'Asie et des régions méditerranéennes d'Europe et d'Afrique du
Nord. L'enveloppe de la graine du psyllium est une source riche en fibres solubles (34). La
fraction bioactive du psyllium est composée d'une fibre trés ramifiée, I'arabinoxylane, une
hémicellulose constituée d’un squelette linéaire d'unités de Xylose a liaison B-(1,4), avec des

chaines latérales d'arabinose (38) (Figure 6).

% La pectine :

La pectine est un polysaccharide présent dans la paroi cellulaire et dans le tissu
intracellulaire de nombreuses plantes (35%) (39), principalement les agrumes (oranges, citrons,
pamplemousses), les pommes, goyave et les pruneaux (34). La pectine est utilisée comme agent
gélifiant et épaississant dans divers produits alimentaires comme la confiture, les boissons au
yaourt, boissons au lait fruitées et glaces (40). La pectine possede un squelette linéaire contenant
300 a 1000 unités de monosaccharides (34) d’acides galacturoniques reliées entre elles par des
liaisons a-(1,4) partiellement estérifiées (méthyle ou acétyle) (Figure 7). En plus de sa chaine
principale d’acides galacturoniques, la pectine est associée a d’autres sucres comme le
galactose, arabinose et rhamnose (41).

D’un point de vue fonctionnel, on distingue deux catégories de pectine : 1) les pectines
faiblement (<50%) et 2) et hautement (>50%) estérifiées. Plus le degré d’estérification est fort,
plus la molécule de pectine devient moins étendue et plus enroulée, avec une grande capacité
d'hydratation (41). Chez les plantes, le degré d’estérification des pectines est de I’ordre de 70 a
80%. Le degré d’estérification, le pH (<3.5), la présence de cations (>55%) sont 1’un des
parametres permettant d’expliquer probablement la capacité des pectines a former un gel en

présence d’eau (41).

% Le gomme de guar :

La gomme de guar est extraite de la graine de la Iégumineuse Cyamopsis tetragonolobus
originaire de I'Inde et du Pakistan. C’est un polysaccharide composé principalement de
galactomannane, un polymére de mannopyranose linéaire composé environ de 10 000
monomeéres de mannose en liaison B-(1,4) avec des chaines ramifiées d’unités de galactose en

liaison a-(1,6) (34) (Figure 8).
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Figure 9 : Formule chimique de I'inuline

Lactose
B-D-Gal-(1,4)-a-D-Glu

Saccharose
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a-D-Glu-(1,2)-[B-D-Fru-(1-2)-]
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|
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|

Galacto-oligosaccharide (GOS)
a-D-Gal-(1,4)-[B-D-Glu-(1-6)-]
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Figure 10 : Syntheése d’oligosaccharides a partir d’autres sucres (44)
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I. 2. 2. 2. Oligosaccharides

Les oligosaccharides (OS) sont des sucres constitués de deux a une/quelques dizaine(s)
de molécules de sucres simples (8). lls se répartissent en oligosaccharides naturels et
oligosaccharides fonctionnels. Les OS naturels (sucrose, lactose, maltose) vont fournir
principalement de I'énergie sans pour autant avoir d’effet sur la croissance bactérienne. Par
contre, les OS fonctionnels extraits des plantes (42), sont utilisés comme prébiotiques capables
de stimuler la prolifération bactérienne dans le colon (25). Les oligosaccharides fonctionnels

sont les suivants :

% Inuline

L’inuline est un oligosaccharide de type fructane constituée d’un polymére de 2 a 100
fructoses agencés entre eux par des liaisons B-(2,1) avec un glucose terminal lié¢ en a (43). lls
peuvent étre extraits des plantes dicotylédones comme la racine de chicorée, oignon, asperge,
ou artichaut (43) (Figure 9).

% Les Fructo-oligosaccharides et les Galacto-oligosaccharides

Les fructo-oligosaccharides (FOS) sont des polymeéres de fructose et glucose en liaison
B-(2,1), tandis que les galacto-oligosaccharides (GOS) sont constitués de galactose en liaison
B-(1,4) (44). Elles sont présentes naturellement dans diverses plantes comme I'agave bleue, des
fruits (bananes, péches), des légumes (oignons, racines de chicorée, ail, asperges, poireaux) et
de céréales (seigle, blé, I'orge) (45). La plupart des FOS et GOS disponibles dans le commerce
sont fabriqués industriellement a partir de saccharose et sont considérés comme des fibres
fonctionnelles du fait de leurs effets physiologiques bénéfiques chez I'homme.

Les FOS et GOS peuvent aussi étre synthétisés suite a la dégradation de I’inuline ou du
lactose par le microbiote intestinal (Figure 10). Les FOS sont produits a partir du saccharose
ou de I’inuline via la B-fructofuranosidase et I’inulinase. En revanche les GOS sont produits a
partir du lactose via la 3-galactosidase. La production et ’utilisation industrielles de certains
oligosaccharides (ex : FOS, GOS) ont fortement augmenté en raison de leurs propriétés
bénéfique sur la santé (25,44).
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% Arabinoxylanes (AX)

Les arabinoxylanes (AX) sont les composants majeur des fibres alimentaires des céréales
au méme titre que la cellulose, la B-glucane, et la lignine (31). L'hydrolyse des AXs par la -
(1,4) xylanase donne deux types d’oligosaccharides, les arabinoxylo-oligosaccharides (AXQS)
et les xylo-oligosaccharides (XOS). Cependant les XOS et les AXOS peuvent étre apportés
directement par 1’alimentation (44,46).

Les xylo-oligosaccharides (XOS) sont composés d’unités de xylane, un polysaccharide
qu’on retrouve dans I'épi de mais. Par contre, les Arabino-xylooligosaccharides (AXOS) sont
une substitution du squelette de XOS par des résidus arabinofuranosyles associés entre eux par
des liaisons glycosidiques a-(1,2) ou a-(1,3) (44,46).

I. 2. 2. 3. Les amidons résistants (AR)

L’amidon est un polymeére linéaire de molécules de D-glucose reliées par des liaisons o-
(1,4) et/ou a-(1,6). L'amidon alimentaire comprend typiquement un mélange d'amylose, chaines
linéaires de résidus de glucose liés entre eux par des liaison a-(1,4), et d'amylopectine, chaines
d'amylose reliées par des ramifications latérales a-(1,6) (29). Il se présente dans les végétaux
sous forme granulaire (47).

La digestion de I’amidon commence dans la bouche grace a I’amylase salivaire, puis dans
I’intestin par I’amylase pancréatique (48). Les molécules d’amidon qui échappent a cette
digestion sont dégradées par le microbiote intestinal au niveau du colon (49). Le degré de
dégradation des amidons dans I’intestin gréle va permettre de les classifier en 3 catégories : les
digestibles, les moins digestibles et les résistants (50). Les amidons résistants sont des amidons
composés de molécules d’amylose et d’amylopectine plus ou moins ramifiées. Une teneur
élevée en amylose ou en longues chaines ramifiées d’amylopectine augmente la résistance de
I'amidon a I'hydrolyse intestinale (29). Les amidons peuvent étre protégés de 1’hydrolyse
intestinale par les a-amylases produites par le pancréas selon plusieurs mécanismes physico-
chimiques. Cela a permis la classification des AR en quatre types (51) :

- AR 1 : Amidon physiquement inaccessible suite a une encapsulation de 1’amidon dans des
parois cellulaires (type cellulose) résistantes a la digestion.

- AR 2 : Amidon présent naturellement sous forme de granule d'amidon, notamment dans les
pommes de terre crues. Cependant, ces amidons sont inclus dans une structure compacte

limitant ’accés aux enzymes digestives comme les a-amylases.
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Fibres alimentaires

Structure chimique

Enzymes de dégradations

Amidons . -~ Unités d’a-(1,4) Glu, a-Amylase, glucoamylase,
(- Amidons résistants g :
résistants ramifiées au a-(1,6) Glu isoamylase, pullulanase,
Unités linéaires d’a-(1,4) Polygalacturonase, pectine
Homogalacturonane | GalA partiellement méthyl estérase, pectine lyase,
méthylées ou acétylées pectine acetyle estérase
i Unités de B-(1,4) Gal, B- B-(1,4) Galactanase, B-(1,6)
Pectines Galactane pectique (1,6) Gal, a-(1,4) Ara galactanase, a-arabinosidase
Unités de B-(1,3) Gal, B- B-(1,3) Galactanase, B-(1,6)
Arabinogalactane (1,6) Gal, a-(1,5) Ara, et galactanase, a-(1,5) arabinanase,
(1,3) Ara a-l-arabinofuranosidase
. Unités d’a-(1,5), (1,3) et a- | a-(1,5) Arabinanase, a-I-
Arabinane (1,2) Ara arabinofuranosidase
Endoglucanase,
Cellulose Cellulose Unités de B-(1,4) Glu cellulobiohydrolases, B-

glucosidases

Hémicellulose

Arabinoxylane

Unités de B- (1,4) -xyl en
tant que squelette avec des
chaines latérales d'unités Ara
liées entre elles par des
liaisons a- (1,2), a- (1,3) et
a- (1,5). Les unités Gal,
GIuA et FerA peuvent
également étre présentes
dans les points ramifiés

Xylanase, a-glucuronidase, o-I-
arabinofuranosidase, -
xylosidase, feruloyl estérase,
acetyle xylane estérase

Xyloglucane

Unités de - (1,4) Glu
comme squelette avec des
chaines latérales unitaires de
a- (1,6) Xyl. Gal et Fuc
peuvent également étre
présents dans le point
ramifié

Xylogluconase, xylosidase, p-d-
gluconase, B-d-galactosidase

Glucomannane

Chaine dorsale linéaire ou
légérement ramifiée de -
(1,4) Man et - (1,4) Glu

B-Mannanase, 3-mannosidase, [3-
glucosidase, a-galactosidase

Galactomannane

Chaine dorsale linéaire ou
légérement ramifiée de -
(1,4) Man et B- (1,4) Glu
avec chaines latérales de a-
(1,6) Gal

B-Mannanase, -mannosidase, [3-
glucosidase, a-galactosidase

Polymere linéaire répétitif de
deux B-(1,4) Glu en

Licheninase, B-glucan

B- Glucane alternance avec des unités 3- e?l:j((:);n);(ireolase, endo (1,4) B-
(1,3) Glu g
Fructanes Inuline Unités de $-(2,1) Fru Inulinase, $-(2,1) fructanlyase

Tableau 3 : Tableau résumant les structures des différentes fibres alimentaires ainsi que leurs
enzymes de dégradation respectives. Ara, arabinose ; FerA, acide férulique ; Fru, fructose ; Fuc,
fucose ; Gal, galactose ; GalA, acide galacturonique ; GIuA, acide glucuronique ; Glu, glucose ;
Man, acide mannuronique (67)
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- AR 3 : Amidon physiquement modifié suite a une réaction de déstructuration puis une
réassociation des molécules d'amylose et d’amylopectine via une action de chauffage et
refroidissement. Une réaction convertissant aléatoirement une partie des liaisons a-(1,4) en
liaison a- ou B-(1,2), (1,3) ou B-(1,4). A titre d’exemple, la cuisson du riz, des pates ou des
pommes de terre suivie d’un refroidissement et incorporation dans une salade, un sushi, etc.

- AR 4 : Amidon chimiquement modifié (réticulation, estérification, trans-glycosylation) par
les industriels de fagon a résister aux enzymes digestives. Ils sont utilisés en tant qu’additifs
alimentaires dérivés a partir de mais, pommes de terre ou riz.

Pour résumer, les amidons résistants sont présents naturellement dans les produits
végétaux (AR1 et AR2), mais peuvent également étre produits par la modification de I'amidon
lors du traitement des aliments par la cuisson et le refroidissement ou I'extrusion de féculents
(AR3). Il est également fabriqué dans I’industrie pour étre utilisé en tant que fibre fonctionnelle
ou elément texturant dans I’industrie agro-alimentaire (AR4) (52). Leur structure en forme de
granules, plus ou moins serrées, réduit leur hydrolyse par les enzymes digestives, comparé a
I'amidon gélatinisé. Plus le degré de gélatinisation de I'amidon est faible, ce qu’on retrouve
apres cuisson, plus sa résistance a la digestion est grande (53).

L’ensemble des structures des différentes fibres et enzymes de dégradation associées est

résumé dans le Tableau 3.
I. 2. 3. Caractéristiques physico-chimiques des fibres

I. 2. 3. 1 Solubilité

Les propriétés d'hydratation suivent les lois de la thermodynamique et sont caractérisées
par la cinétique d’absorption de 1'eau. Dans le cas des fibres alimentaire, la solubilité comprend
la capacité de gonflement, c'est-a-dire le volume occupé aprées hydratation dans des conditions
specifiees, par une masse unitaire de fibre, et par sa capacité de rétention d’eau. L’eau peut étre
piégeée entre les particules de fibre (eau extra-particulaire), ou piégée dans les pores ou la surface
des particules de fibres (eau intra-particulaire) (54).

La solubilité des fibres alimentaires va dependre du degré de polymeérisation ainsi que des
types de liaisons mises en jeu pour former les polymeres, notamment les liaisons 3-(1,4) (55).
Ainsi, plus les points de ramification sont élevés, plus la fibre sera soluble contrairement aux
fibres adoptant une conformation ordonnée et linéaire en solution comme la cellulose (31,56).
Le pH et la force ionique du milieu jouent également sur la solubilité des fibres en modifiant la
charge des fibres alimentaires. De ce fait, les fibres alimentaires chargées telles que les pectines
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Soluble Visqueux Fermentescible
Alginate Alginate Alginate

Amidons résistants B-glucane Amidons résistants
AXOS-XOS Galactomannane AXOS-XOS
B-glucane gGlj)rreres (ex. guar B-glucane
FOS-GOS Pectines FOS-GOS
Galactomannane Psyllium Galactomannane
Gomme Gomme

Inuline Inuline

Pectines Pectines
Polydextrose Polydextrose
Psyllium Psyllium

Insoluble Non Visqueux Peu Fermentescible
Cellulose Amidons résistants Cellulose

Hémicelluloses
Lignine

AXOS-XOS
FOS-GOS
Inuline
Polydextrose

Lignine

Tableau 4 : Classification des fibres en fonction de leur solubilité, viscosité et
fermentescibilité. FOS, Fructo-oligosaccharides ; GOS, galacto-oligosaccharides ;
XOS, xylo-oligosaccharides ; AXOS, Arabino-xylooligosaccharides) (8, 18, 63, 64)

m ”



seront géneralement solubles dans 1’eau en raison de la répulsion électrostatique qui inhibe le
conditionnement ordonné. En revanche, elles seront insolubles sous leur forme acide et en
présence d'une force ionique forte. Certaines fibres insolubles dans l'eau froide (ARS) se
dissoudront suite a une hausse de la tempeérature, favorisant la conversion en formes
désordonnées et en éliminant les liaisons (57).

Parmi les trois classes de fibres, les OS comme I’inuline, les FOS et les GOS (25), sont
les plus solubles dans I’cau (44) contrairement au ARS, & 1’exception de I’AR3 (58). En
revanche, les PNA comme la lignine ou la cellulose sont insolubles dans 1’eau, alors que la 3-
glucane, le psyllium, la pectine ou la gomme de guar sont complétement ou partiellement
solubles (8,59). Les fibres insolubles constituent le groupe de fibres le plus représenté chez les
végétaux mais le ratio fibres solubles / insolubles peut étre variable d’un aliment a I’autre. Par
exemple, I’avoine, 1’orge, les fruits, les légumes frais et les 1égumes secs (haricots, lentilles,
pois chiches) constituent de bonnes sources de fibres solubles. A I’inverse certaines céréales
completes, en particulier, le son de blé, les graines oléagineuses, les feuilles, les racines, ainsi

que la paroi des fruits et Iégumes constituent de bonnes sources de fibres insolubles (8,60).

l. 2. 3. 2. Viscosité

La viscosité d'un fluide peut étre grossierement décrite comme sa résistance a
I'écoulement (56). Plus la viscosité augmente, plus la capacité du fluide a s'écouler facilement
diminue. La viscosité de la phase liquide du digesta peut étre augmentée en présence de
quantités significatives de macromolécules dissoutes, comme les fibres alimentaires (61). En
général, les fibres de conformation linéaire et de masse moléculaire élevée ont une viscosité
plus élevée que les fibres de conformation plus compacte et/ou de faible masse moléculaire
(55,56). De plus, par unité de volume, plus la concentration de molécules augmente, plus elles
se touchent pour former un réseau enchevétré. A faible concentration, les molécules sont bien
séparées les unes des autres et peuvent se déplacer plus facilement sans interagir, diminuant
ainsi la viscosité (56).

La viscositeé des fibres alimentaires est positivement corrélée a leur solubilité. D’ailleurs,
les fibres solubles sont connues pour leur capacité a augmenter la viscosité, contrairement aux
fibres insolubles (caractérisées par leur porosité) permettant d’accélérer le transit intestinal et
d’augmenter la masse fécale (62). De ce fait on distingue parmi les fibres solubles, des degrés
de viscosite différents (Tableau 4) (8,18,63,64). La viscosité confere aux fibres solubles la
capacité de former un gel favorisant le piégeage des nutriments et une diminution de leur

absorption au niveau intestinal (65,66).
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Figure 11 : Degré de fermentescibilité des fibres alimentaires dans le colon (66)
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l. 2. 3. 3. Fermentescibilité

La fermentation est un processus dans lequel des micro-organismes (ici, intestinaux)
transforment la matiére organique en d'autres produits. Un grand nombre de microorganismes,
qualifiés sous le nom générique de microbiote ou flore intestinale, colonisent la surface de
I’épithélium intestinal. Ce microbiote permet la dégradation et la transformation d’une partie
des aliments difficilement digérés par les enzymes digestives, et parmi eux les fibres
alimentaires (65,66). L’absence d’enzyme intestinale capable de dégrader les liaison B des
fibres alimentaires, conduit a leur indigestion dans la partie supérieure de 1’intestin. De ce fait,
les fibres alimentaires sont dégradées par le microbiote colique, capable de synthése des
enzymes permettant I’hydrolyse des liaison 3 (Tableau 3). Le niveau de fermentation des fibres
alimentaires au niveau du colon est fonction du degré de solubilité des fibres (Figure 11). Plus
les fibres sont solubles (pectine, B-glucane, inuline, oligosaccharides) plus elles seront
fermentées. De plus, cette fermentescibilité sera d’autant plus rapide que la taille des fibres est
petite (22,66,67).

l.2. 3. 4. Résumé

Le classement des fibres alimentaires selon leurs caractéristiques physicochimiques
permet par la suite de comprendre leur comportement au sein du bol alimentaire dans le tractus
gastro-intestinal et conditionne leur devenir (Tableau 4 et Figure 11). La solubilité et la
viscosité vont plutdt avoir un effet sur le transit gastro intestinal, alors que la fermentescibilité
va principalement impacter la biodiversité microbienne et la production d’acides gras a chaine
courte (AGCC) et de gaz. Néanmoins, solubilité et viscosité sont également des éléments

conditionnant la fermentescibilité : ’ensemble de ces critéres est fortement lié.

m ”



. Fibres Fibres Fibres . B-
Aliment solubles . Cellulose | Pectine AR | OS
(9/1009) (%) insolubles (%) glucane
Légumes 0,5-6 37 63 + + - - -
Fruits
Frais 0,4-10 43 57 + (peau) ++ - +- | -
Secs 0,1-11 53 47 + ++ - - -
Noix et graines 1-14 32 68 + + - - -
Légumineuses 4-11 25 75 + - - ++ | ++
Pommes de terre
et tubercules 0,5-8 48 52 + + - + -
amylacés
Céréales de petit
déjeuner et 1-15 97 73 N i N + |4
barres de
céréales
Bloun_lle 9 59 48 4 i . + +
d'avoine
Prodl_nts a base 4-6 44 56 4 i . + +
de seigle
Riz
Blanc <1 0 100 + + +
Entier 2-4 13 87 ++ + +

Tableau 5 : Nature et quantité des fibres alimentaires présentes dans les principales catégories
d'aliments. AR, amidons résistants ; OS, oligosaccharides (8)

Pays Fi-bres Fibres fruits (%) Fibres Iégumes Fibres fruits- Etudes
céréaliéres (%) (%) Iégumes (%)
Enfant | Adulte | Enfant | Adulte | Enfant | Adulte | Enfant | Adulte
Allemagne 50 - 20 - 18 - 38 DONALD
Espagne - 28 - 20 - 22 - 42 ENCAT
France 25 27 11 18 19 22 30 40 INCA2
France 24 27 13 15 15 20 28 35 INCA3
Irlande - 48 - 8 - 17 25 Enquéte
Pays-Bas 43 11 15 26 Enquéte
Etats unis 35 32 15 14 20 30 35 44 NHANES

Tableau 6 : Les principales sources alimentaires de fibres chez les enfants et les adultes :
différences entre pays (8)
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I. 3. Sources alimentaires des différents types de fibres

Les fibres alimentaires sont présentes naturellement dans les céréales, les fruits et
Iégumes, les légumineuses et les tubercules (68,69) (Tableau 5). La quantité et la composition
en fibres varient en fonction de la source alimentaire (8,60). Concernant la quantité (g/100g
poids sec) des fibres alimentaires dans les aliments, elle varie pour les céréales de 1% (ex : Riz
blanc) a 15% (ex : seigle), les fruits de 0,5% (ex : pasteque) a 13% (ex : goyave), les légumes
de 1% (ex : salade) a 5% (ex : brocoli) et les Iéegumineuses de 4% (ex : Niébé) a 11% (ex : pois)
(8,60). Si on s’intéresse au type de fibres composant les céréales, fruits, légumes et
légumineuses, on constate que les fibres insolubles sont présentes en plus grande proportion
que les fibres solubles (8,69). De plus il est remarquable que la cellulose et les amidons résistant
soient des fibres retrouvées dans la quasi-totalité des aliments, contrairement a la pectine
(légumes, fruit, noix et graines), la P-glucane (céréales) et certains oligosaccharide
(Iégumineuses, céréales) (8,69).

En plus de I’apport en fibres alimentaires présentes naturellement dans les produits de
notre consommation courante, certaines peuvent étre extraites, transformées ou synthétisées
chimiquement ou par des procédés enzymatiques et ajoutés dans des produits (agro-
alimentaires) transformés. Les fibres fonctionnelles (considérées comme des additifs) sont
utilisées de plus en plus par les industries alimentaires en tant que structurant alimentaire

(pectine, gommes) mais aussi pour des allégations santeé.
I. 4. Quelles sont les sources alimentaires vectrices de fibres dans les pays industrialisés ?

I. 4. 1. Aliments vecteurs de fibres dans les pays industrialisés : données qualitatives

Le groupe des fruits et Iégumes constitue le premier contributeur des apports en fibres
devant les produits céréaliers chez les adultes (25% en Irlande, 35% en France, 42% en Espagne
et 44% aux Etats Unis) et les enfants (ex : 30% en France, 41% en Espagne et 35% aux Etats
Unis) (Tableau 6). Les produits céréaliers (pain, pates, riz, céréales du petit dejeuner...)
constituent la seconde source de fibres notamment en France (=30%), aux Etats-Unis (35%) ou
en Allemagne (50%) (8). D’une maniére générale les fruits et légumes ainsi que les produits
céréaliers sont les principaux contributeurs des apports en fibres chez les adultes comme chez
les enfants. La quantité de fibres ingérée par une population va ainsi dépendre non seulement
de la source, de la zone géographique mais aussi de la population étudiée (enfants ou adultes)
(Tableau 6 et 7).
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Pays Fibres M | Fibres Fibres
(g/d) F (g/d) | M/F (g/d)

Autriche 21 20 20,5
Allemagne 27 25 26
Belgique 18 16 17
Espagne 13 12 12,5
Danemark 24 21 21
Irlande 21 17 19
France 22 18 20
Norvege 26 22 24
Italie 20 18 19
Royaume Uni 21 17 19
Europe 21 19 20
Etats-Unis 21 16 18,5
Canada 20 14 17
Japon 18 19 18,5

Tableau 7 : Les consommations moyennes en fibres alimentaires chez les
adultes (>17 ans) dans quelques pays industrialises. M, masculin ; F, féminin
; M/F, la population (8).

Pays Fibres M | Fibres | Fibres M/F
(9/d) | F(g/d) (9/d)
Autriche 17 16 16,5
Allemagne 26 23 24,5
Belgique 15 13 14
Danemark 20 18 19
Irlande 12 9 10,5
France 16 14 15
Norvege 16 14 15
Italie 16 14 15
Royaume Uni 16 14 15
Etats-Unis 17 13 15

Tableau 8 : Les consommations moyennes en fibres alimentaires chez
les enfants (<17 ans) dans quelques pays industrialisés. M, masculin ; F,
féminin ; M/F, la population (8)
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I. 4. 2. Aliments vecteurs de fibres dans les pays industrialises : données quantitatives

Plusieurs études ont recenseé la quantité de fibres alimentaires consommees par pays, par
tranche d’age et par genre. Les estimations de I’ingestion en fibres sont trés variables d’un
individu et d’un pays a l’autre. Dans les pays industrialisés, la consommation de fibres
alimentaires chez les adultes de plus de 17 ans, varie de 18 a 26 g/j pour les hommes et 14 a 27
g/j pour les femmes (Tableau 7). En France, la consommation de fibres alimentaires est de
I’ordre de 20 g/j dont 22 g/j chez les hommes et 18 g/j chez les femmes. Chez les enfants de
moins de 17 ans, notamment en Europe, la consommation de fibres alimentaires varie de 11 ¢/j
(Irlande) a 25 g/j (Allemagne) (Tableau 8). Cette consommation moyenne est équivalente a
celle des Etats-Unis. Ces apports de fibres dans le monde sont inférieurs aux niveaux
recommandés, généralement supérieur ou égal a 25 g/j (8), par les instances de santé

gouvernementales (Tableau 9).

Recommandation (g/j) Enfants (<17 ans) | Adultes (>17 ans)
Royaume Uni 20-25 30
France Age+5g 30
Belgique 40 30
Europe 10-21 >25
Etats-Unis 29-32 25-32
Australie 21-26 25-30
OMS >25

Tableau 9 : Recommandations pour I’apport total en fibres alimentaires (g/j)
par les autorités de santé de différents pays selon la tranche d’age (adultes

(>17 ans) et enfants (<17ans) (8)
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1. Fibres alimentaires et maladies
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Figure 12 : Prévalence mondiale de I’obésité (IMC>30 kg/m2) en 1980 et en 2015
chez les adultes (>20 ans) (Institute for Health Metrics and Evaluation)
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La consommation de produits riches en fibres alimentaires présente un effet bénéfique
global sur de nombreuses pathologies ou déréglements métaboliques nutri-induits comme
I'obésité, du diabete, des maladies cardiovasculaires, et de certains cancer (8). Cette partie de la
revue bibliographique va revenir sur des données chiffrées de I’impact de 1’ingestion de fibres
sur chacune de ces pathologies et les mécanismes physiologiques par lesquels ils peuvent avoir

un effet santé.
I1. 1. Obésité

1. 1. 1. L’obésité dans le monde et en France

L’obésité est caractérisée par une accumulation abdominale et viscérale de tissus adipeux,
s’accompagnant souvent d’une augmentation des concentrations plasmatiques en glucose et
lipides (cholestérol et triglycérides). Sa prévalence est en perpétuelle augmentation dans le
monde (70). L’obésité est un facteur de risque majeur de développement de I’insulino-
résistance, de la dyslipidémie, de I’inflammation et de I’hypertension artérielle qui peuvent
déboucher in fine sur I’occurrence de maladies cardiovasculaires, du diabéte de type 2, et d’un
certain nombre de cancers (71-73). Depuis 1980, la prévalence de 1’obésité a doublé dans plus
de 70 pays du monde (Canada, Etats-Unis, Mexique, Brésil.....) et continue d’augmenter (70)
(Figure 12). Selon I’OMS en 2014, au niveau mondial, plus d’1 adulte sur 3 était en surpoids
et plus d’1 adulte sur 10 était obése. Selon les Etudes INCA, les frangais consomment une
alimentation plus riche en lipides et sucres (39 % et 44%) qu’en protéines et fibres (17 %)
(7,74), favorisant ainsi la prévalence du surpoids et de 1’obésité qui s’établit a 47-51% chez les
adultes de 18 & 79 ans, selon 1’étude INCA2, 2009 et ObEPI, 2012 (74,75).

I1. 1. 2. Profils alimentaires associés a une diminution de 1’obésité / moindre prise de

poids dans les études épidémiologiques : role des aliments riches en fibres

De nombreuses études sur cohortes de type transversales ou longitudinales se sont
intéressées a déterminer le lien entre la nature du régime, la prise de poids et 1’adiposité. Un
consensus quasi général (76,77) montre que la consommation importante de céréales completes,
de produits céréaliers et de fibres au sens large est associée a une moindre prise de poids (études
transversales et longitudinales (78-81)), a un rapport taille/hanches, une masse viscérale, un
tissu adipeux viscéral et sous cutané inférieurs (82—85). A I’inverse, les régimes riches en

graisses et pauvres en fibres sont associés a une plus grande prise de poids (exemple : (86,87)).
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Ces études, nombreuses, ont etudié ces effets sur des cohortes de taille variées (50 a
plusieurs dizaines de milliers de personnes) et de populations variées en terme d’age (enfants,
adolescents, adultes, femmes enceintes, adultes 4gés normo-pondéraux et obéses), de genre et
de lieu de vie (essentiellement les pays développés neanmoins) et ont également combiné des
données de différents pays du monde (Etude sur sept pays, Asie, USA, 16 cohortes) (88) et
européennes (Cohorte HELENA par exemple) (89). Quantitativement, les individus
consommant le niveau le plus élevé d’aliments riches en fibres présentent un risque diminué
d’obésité et de prise de poids de 1’ordre de 20-30% (90), avec un effet dose réponse possible.
Une étude longitudinale sur 8 ans a montré, sur une cohorte de 27082 hommes américains,
qu’avec une augmentation de consommation de 40 g/j de farine/grains complets, le gain de
poids était réduit de 0,49 kg (91). Ce faible effet bénéfique des produits céréaliers est
particulierement important dans le cas des céréales complétes de petit déjeuner, du riz brun, des
germes de blé et du son (92). En plus des céréales complétes, une récente méta-analyse a montrée
que la consommation de graines de Iégumineuses (132 g/j) contribuait aussi a une baisse de la
prise de poids de 0,34 kg en 6 semaines (93).

Sur ces études observationnelles, une stratification a été réalisée séparant I’apport de
fibres provenant des céréales avec celui des fruits et 1égumes. Alors que I’impact des produits
ceréaliers complets est plus clairement établi (voir plus haut), les fruits et Iégumes peuvent ne
présenter que peu ou aucune corrélation significative avec le poids et la composition corporelle
(79,83), ou dans des conditions tres spécifiques comme lorsque combiné avec 1’arrét de la
cigarette (94). Certaines études montrent néanmoins une corrélation négative entre la
consommation de fruits et la faible prise de poids sur le long terme (91,95). Ces différences
entre produits céréaliers et des fruits et Iégumes peuvent venir de la nature des fibres présentes
dans chacun de ces aliments. Quand la stratification est réalisée selon le critére
soluble/insoluble, les donnees épidémiologiques sont encore plus limitées avec un impact des
fibres insolubles sur le tissu adipeux viscéral (84).

Malgré des informations épidémiologiques pertinentes, ces études transversales et
longitudinales ne sont cependant pas dénuées de limites car 1/ elles sont basées le plus souvent
sur des analyses déclaratives de la consommation (relevés alimentaires), 2/ Sont étudiés sur des
aliments ou groupes d’aliments et I’effet constaté de ces aliments peut aussi provenir d’un
enrichissement spécifique des produits céréaliers en autres macro/micronutriments comme les
vitamines A, les folates, le magnésium, le fer (96) 3/ le niveau d’énergie ingére par les

volontaires n’est pas toujours pris en compte comme facteur confondant alors que les régimes
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Fibres Appétit subjectif | Apport énergétique | Apport énergétique a Poids corporel
aigu long terme

Etudes | Effet Etudes Effet Etudes Effet Etudes Effet
Arabinoxylane 2 + 3 +
Enrichi en 16 + 1 - 8 ++ 12 -
arabinoxylane
Chitosane 1 - 7 ++
Dextrine 3 - 1 ++ 4 - 3 ++
Fructanes 6 - 4 - 5 ++ 3 +
Glucanes 13 ++ 5 - 1 - 2 -
Enrichi en B-glucane 2 - 4 ++ 3 - 4 -
Mannanes 8 + 6 - 6 ++ 26 +
Enrichi en pectine 1 ++ 1 -
Pectine 4 ++ 1 ++
Amidons résistants 3 - 1 ++ 6 + 3 -
Caractéristiques des
fibres
Trés visqueuses 37 ++ 16 + 12 - 45 +
Moins visqueuses 21 + 10 - 26 + 21 +
Trés soluble 46 + 22 + 23 + 47 +
Moins solubles 12 + 4 - 15 + 19 +
Trés fermentescibles 33 + 16 + 24 + 39 +
Moins 25 + 10 - 14 + 27 +
fermentescibles
Totalité des fibres 58 + 26 + 38 + 66 +

Tableau 10 : Effet résumé de I’effet des fibres sur ’appétit, I’ingestion d’énergie et le poids
corporel. Appétit subjectif : (-), une absence d'effet ; (+), un effet de 1-50% ; (++), un effet de 51-
100%. Pour I'apport énergétique aigu, l'apport énergétique a long terme et le poids corporel : (), un
effet de 0-50% ; (+) un effet de 51-75% ; (++), un effet de 76-100% (98)
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Figure 13 : Evolution mondiale du
diabete (nombre de cas) de 1980 a
2016. Projection a I’horizon 2030
(103, 105, OMYS)
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riches en fibres ont généralement une densité énergétique moindre. Pour mieux comprendre les
mécanismes d’action des différentes fibres alimentaires, déterminer 1’impact de la solubilité des

fibres ou d’aliments spécifiques, des études interventionnelles ont été réalisées.

Il. 1. 3. Impact des fibres et aliments riches en fibres sur le poids: études

interventionnelles

Dans le cas des études interventionnelles, les effets des fibres sur le poids se doivent de
n'étre réalisées que sur le long terme, ce qui élimine de fait de nombreuses études réalisées sur
quelques jours ou 1-2 semaine et ayant pour but d’étudier le métabolisme glucidique et
I’insulino-résistance précoce (97). Globalement, les supplémentations en fibres diminuent a la
marge le poids corporel relativement au groupe témoin (0,4% sur 4 semaines pour un individu
moyen de 79 kg) (90,98). Cet effet global assez faible, y compris pour les céréales complétes
(99) ou le pain (100), pourrait s’expliquer par une efficacité variable selon les fibres et aliments
vecteurs de fibres et aux propriétés physico-chimiques des fibres a induire la perte de poids.
Les effets spécifiques de fibres prises individuellement, sur la perte de poids, sont résumés dans
le Tableau 10. Concernant spécifiquement les fibres solubles, une SLR (Systematic Literature
Review) (101) publiée en 2017 montre que des supplémentations en fibres solubles, permettent
de réduire I’'IMC (indice de masse corporel), le poids (-2,5 kg) et les graisses corporelles (-

0,41%) et conforte les données précédemment décrites.

1. 2. Diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 est une maladie métabolique qui touche actuellement 422 millions
de personnes dans le monde dont 3 millions de cas en France (102-104), et ce chiffre devrait
atteindre 552 millions d'ici 2030 (105) (Figure 13). Si on s’intéresse plus particuliérement au
diabete de type 2 (DT2), il est la conséquence d’une dérégulation de I’homéostasie du glucose
avec une hyperglycémie a jeun, associée a une résistance tissulaire a I’insuline (73). Ce diabete
favorise a terme, comme 1’obésité, le développement des maladies cardiovasculaires ou la
stéatose hepatique (71-73). En général, la prise de poids et I’excés de graisse intra-abdominale
prédisposent fortement a une résistance tissulaire de I'insuline et finalement au développement
du DT2.
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Figure 14: Association négative entre la consommation ceréales
completes et le risque relatif de diabete de type 2 (111, 112)
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Figure 15 : Association entre la consommation de fruits et legumes et le
risque relatif de diabéte de type 2 (118)



Il. 2. 1. Impact des fibres et aliments riches en fibres sur le diabéte : études
épidémiologiques
Une étude récente (2017), réalisée sur plusieurs revues et méta-analyses, a montré une
relation inverse entre la consommation de céréales completes, fruits, légumes et légumineuses
et le risque de DT2 (106). Des études épidémiologiques (longitudinales et transversales) sur
cohorte, ont souligné aussi une association inverse entre la consommation de fibres alimentaires
(20-30 g/j) provenant des végétaux, et la réduction du risque de DT2 (-20% a -30%) (107-110).
Plusieurs études se sont intéressees a connaitre plus précisément les sources vectrices
des fibres ayant un effet bénéfique sur la santé. Toutes ces études mettent en avant une réduction
du risque de diabéte associé a la consommation de céréales (>20%), en particulier les céréales
complétes (106,111,112) (Figure 14). Par contre, les céréales raffinées favorisent le risque
relatif de DT2 (106). En ce qui concerne le son et les germes des céréales complétes, Munter et
coll. ainsi que Sun et coll. (études longitudinales) ont montré que la consommation de germe
(1,5 g/j) ou de son (11 g/j) de céréales completes était inversement liée au risque de DT2 (-20%
et -40%) (113,114). Ceci tend a montrer que I’effet des céréales complétes sur le risque de
diabéte pourrait étre li¢ aux fibres alimentaires et/ou a d’autres molécules phytochimiques tres
présentes dans les céréales completes, le son ou les légumes, comme le magnésium ou les
vitamines (115,116).

Une méta-analyse récente réalisée sur 20 études épidémiologiques a montré une faible
association entre les fibres provenant de fruits, de Iégumes et le risque de DT2 (106,117)
(Figure 15). Cependant, la littérature n’est pas totalement unanime car une étude
épidémiologique réalisée sur la cohorte CVDFACTS, montre une augmentation de 80% du
risque de DT2 associé a une faible consommation de fibres (3g vs 21g) provenant des fruits
(mangue, papaye, kaki, orange, goyave, litchi, longane) et Iégumes (Iégumes a feuilles, pousses
de bambou, Iégumineuses, citrouilles, carottes, cornichons) (118). Ces différences observées
dans la littérature peuvent provenir de la grande diversité des aliments « fruits et légumes » et
notamment la grande diversite de composition en macronutriments (dont les fibres) et
micronutriments de ces aliments. En effet, lorsque 1’on stratifie un peu plus et que 1’on classifie
plus finement les Iégumes par exemple, il a été montré que la consommation de deux sous types
de légumes, a savoir, les légumes a feuilles vertes (les salades, poireaux, choux, épinards,
blettes) et a racines (carotte, panais, betterave) sont inversement associés au DT2 (-20%)
(119,120). Pour savoir si ’effet des fruits et 1égumes passent par les fibres ou par d’autres macro

ou micronutriments, il convient de s’intéresser aux études interventionnelles.
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Il. 2. 2. Impact des fibres et aliments riches en fibres sur le diabete : études

interventionnelles

Le DT2 se traduit par une diminution de la réponse postprandiale au glucose et par une
augmentation de I'némoglobine glyquée (HbA1c). Quelques revues de synthése et des méta-
analyses ont analysé I'effet des fibres alimentaires (type et quantité) sur le contréle glycémique
chez les patients atteints d’obésité, de surpoids et de diabéte de type 2. Dans une analyse
longitudinale de 17 cohortes prospectives, il a été observé une relation inverse entre la
consommation de fibres alimentaires (>25 g/j) et le risque de diabéte (121). De nombreuses
études indiquent une amélioration du contréle de la glycémie et la glycation de I’hémoglobine
(HbALc), chez les personnes atteintes de DT1 ou de DT2 qui ont consommé davantage de
fibres. Une méta-analyse réalisée sur une durée de 8-16 semaines a conclu que la consommation
d’aliments riches en fibres alimentaires ou supplémentée en fibres solubles a permis d’abaisser
les concentrations de HbAlc et du glucose plasmatique a jeun, chez des diabétiques (122).
D’autres études a court (2 semaines) (123) et a plus long terme (>4 semaines) (124-127)
montrent une réduction des concentrations du glucose, de I’insuline et de I’HbAlc. Si on
stratifie les fibres alimentaires, on se rend compte que quel que soit le type de fibres, solubles
(psyllium, p-glucane, inuline, Fos) (101,128-130) ou insolubles (cellulose, amidons
résistants...) (127,131,132) , elles permettent une amélioration de la glycémie et de la glycation
de de I'némoglobine (HbA1c).

I1. 3. Maladie cardiovasculaire (MCV)

Les maladies cardiovasculaires (MCV), en affectant le coeur et les vaisseaux sanguins,
incluent les maladies coronariennes, les maladies cérébro-vasculaires et sont associées a
I’hypertension artérielle (133). Les MCV demeurent I’une des principales causes de mortalité
dans les pays occidentaux. En 2015, la prise de poids et I’obésité ont contribué aux 4 millions
de morts liés a I’occurrence des maladies cardiovasculaires et du diabéte (70). A I'échelle
mondiale, chaque année, les MCV causent environ 17 millions de décés (134). En France, 5,2
millions de cas de maladies cardiovasculaires ont été pris en charge par 1’assurance maladie en
2015 (135). Parmi les principaux facteurs de risque de ces MCV, on retrouve le comportement
alimentaire et la prise de poids, la faible activité physique, le tabagisme et la consommation
d’alcool (133).
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I1. 3. 1. Impact des aliments riches en fibres sur les maladies cardiovasculaires : Etudes
épidémiologique

Plusieurs études prospectives de la littérature ont révélé que les régimes riches en fibres
alimentaires pouvaient étre inversement associées au risque de maladies cardiovasculaires
(136-141). Effectivement, le risque de MCV est réduit, de 8% a 21%, suite a une consommation
des fruits et légumes (136,142,143), en particulier les agrumes, les raisins, les pommes, les
Iégumes cruciféres (brocolis, chou-fleur, choux, cresson, navet) et a feuille verte (les salades,
poireaux, choux, épinards) (142). Concernant 1’hypertension, Wang et coll. (Cohorte WHS) a
pu montrer une association inverse entre la consommation de céréales complétes (>3
portions/jour, soit 22 g/j de fibres) et I’hypertension (11-19%) (144,145). Sur deux études
transversales réalisées en France, il a été remarqué que la consommation de fibres alimentaires
(146), provenant de fruits, légumes, céréales completes (147), était associée a une baisse de la
pression artérielle des volontaires.

Cet effet des fruits et Iégumes sur les MCV va dépendre de plusieurs facteurs comme la
quantité et la durée de consommation des fibres alimentaires ainsi que le type de fibres, soluble
ou insoluble. Concernant la solubilité des fibres, deux récentes études longitudinales réalisées
sur des cohortes japonaises et une métanalyse de 18 études, ont mis en évidence une relation
inverse entre I’apport alimentaire en fibres solubles et insolubles et I'incidence des maladies
cardiovasculaires (-15%, -36%) (143,148,149). De plus Lairon et coll. sur la cohorte
SUVIMAX ont observé une relation inverse entre la consommation de fibres solubles (-14%),
insolubles (-32%) (146) et I’hypertension artérielle. Par contre sur cette étude transversale,
aucune relation n’a été établie entre les fibres issues des produits céréaliers, de fruits et de
Iégumes et I’hypertension alors que la quantité de fruits et Iégumes consommée semble jouer
un réle sur les MCV, probablement via I’action des fibres alimentaires. Enfin, la faible quantité
de fruits (7,5 g/j) et légumes (9,2 g/j) dans 1I’étude longitudinale (10 ans) de Mozaffarian n’a
pas permis de constater d’association entre les composants des fruits et Iégumes et le risque de
MCYV (150), contrairement & une consommation supérieure a 150 g/j (142,151,152).

Au sujet des céréales completes et les MCV, Cho et coll. ont analysé la littérature de 1965
a 2010 en étudiant I’association entre la consommation de céréales complétes et le risque de
MCV. Il a été observé, que la consommation de céréales complétes (> 30 g/j) (153) et de fibres

ceréalieres (> 2 g/j), était inversement associée au risque de MCV (-12 a -40%) (137). De plus,
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une relation dose réponse de 1’ingestion des fibres alimentaires sur les maladies
cardiovasculaires a été mise en évidence dans plusieurs revues, réalisées sur plusieurs études
de cohorte. Les courbes dose-réponse ont montré une relation linéaire entre la consommation
de fruits et 1égumes (100 g/j) (142), céreales completes (90 g/j) (154), fibres totales (>7 g/j)
(155) et la réduction du risque des MCV (Figure 16).

L’effet des fibres alimentaires, observé lors de la consommation de fruit et légumes,
pourraient néanmoins étre associé aux effets du magnésium, potassium et particuliérement des
antioxydants (vitamine E, vitamine C..) connus pour limiter le risque de MCV (136,142,156).
Des données interventionnelles ont permis de dissocier les effets de chaque nutriment,

notamment les fibres alimentaires, sur le risque des MCV.

I1. 3. 2. Impact des aliments riches en fibres sur les maladies cardiovasculaires : Etudes

interventionnelles

Suite aux données épidémiologiques, plusieurs études interventionnelles se sont
intéressées a déterminer si les effets bénéfiques des céréales, fruits et Iégumes sur le risque de
MCV, pouvaient étre médiés par les fibres alimentaires. Comme cela a été précisé ci-dessus,
I’hypertension est une des composantes majeures des MCV et elle peut étre aisément
mesurée/quantifiée, ce qui peut étre trés utile dans les études interventionnelles de type
longitudinal. Plusieurs études realisées sur volontaires en bonne santé ou non, ont montré une
faible réduction de la pression systolique (= 7 mm Hg) et diastolique (= 4 mm Hg) suite a la
supplémentation de fibres solubles (psyllium, gomme de guar, B-glucane) dans I’alimentation
(157-160). Les mémes résultats ont été observé sur des rongeurs nourris avec un régime riche
en orge (8 g de fibres/100 g), riz (2g de fibres/100 g) ou mais (1 g de fibres/100 g), sur 16
semaines (161).

En plus de I’hypertension, l'occlusion des artéres coronaires (liée a 1’athérosclérose),
provoque une carence en oxygene et en glucose dans les cardiomyocytes, conduisant a une
condition ischémique (162). Des études réalisées sur 1 & 2 ans chez des mini-porc, ont montré
que la supplémentation de pectine (3g de fibres/100g) dans un régime riche en graisse limitait
le rétrécissement des artéres coronaires de 23% comparé au régime supplémenté en cellulose
(163,164). Dans des cas d’ischémie, des études sur rat réalisées sur une durée de 3 jours,
montrent que la supplémentation en fibres solubles comme la pectine (100mg/kg/j),
xyloglucane (100mg/kg/j) ou I’arabinogalactane (50mg/kg/j), dans un régime riche en graisse,
a permis de limiter (dans une moindre mesure, c’est-a-dire environ 15%) le rétrécissement des

arteres coronaires (165-167).
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L’athérosclérose est causée par une accumulation de lipides, notamment du cholestérol,
au niveau plasmatique. Donc I’hypercholestérolémie (facilement mesurable dans le plasma) fait
partie des facteurs favorisant I’incidence des MCV. Quelques études interventionnelles chez
des volontaires, sur des porcs hypercholestérolémiques, ont mis en évidence qu’une
supplémentation alimentaire > 3 g/j de fibres solubles (psyllium, pectine, B-glucane, inuline,
gomme de guar) réduisait les concentrations plasmatiques et hépatiques en cholestérol total,
LDL cholestérol et triglycérides (TG) (168-171). Cette relation entre les fibres alimentaires et
la dyslipidemie sera détaillée dans la partie concernant les mécanismes physiologiques

expliquant 1’action des fibres sur la santé.
I1. 4. Cancers et autres pathologies

Il. 4. 1. Impact des aliments riches en fibres sur le cancer

Le cancer est la deuxiéme cause de décés dans le monde avec 8,8 million de morts en
2015 (172). En France, I’incidence du cancer en 2017 a été estimée a 400.000 cas dont 150.000
déces (173). Dans les pays industrialisés, les cancers les plus fréquents sont le cancer de la
prostate, colorectal, du sein et des poumons (174). L’alimentation, la consommation d’alcool,
le tabagisme, une moindre activité physique, font partie des facteurs de risque jouant un réle
clé dans I’apparition ou la prévention du cancer (175-177).

Il existe une étroite association entre la consommation de régime obésogéne et le risque
de cancer (178). A I’inverse, plusieurs publications basées sur des méta-analyses, ont montré
que la consommation de fibres ou d’aliments riches en fibres (fruits, légumes, céréales
complétes) était associee a une réduction du risque de cancer (142,154,179-181). Quand on
stratifie en fonction du type de cancer, plusieurs études démontrent généralement une
association négative entre la consommation de fibres ou aliments riches en fibres et les cancers
du tractus digestif, colorectal, du sein, de la prostate ou du pancréas (179,182-190). Cependant,
dans le cas du cancer colorectal, certaines études ne démontrent pas cette association (182).
Ainsi, les fibres alimentaires sembleraient donc étre protectrices, mais d'autres facteurs, tels que
les composés phytochimiques, I'apport énergétique alimentaire, le poids corporel des individus
étudiés et les facteurs génétiques individuels, peuvent étre tout aussi influents.

De nombreuses études interventionnelles réalisées chez I’homme (191-194), les rongeurs
(195,196) ou in vitro sur des cellules cancéreuses (197-199), montrent que les aliments vecteurs
de fibres ou les fibres alimentaires seules (pectine, inuline, FOS, AR) pouvaient limiter le risque

de cancer, notamment le cancer colorectal. Les fibres insolubles vont favoriser le transit
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intestinal réduisant ainsi le contact des agents cancérigenes avec 1’épithélium de I’intestin (aveC
un impact sur le cancer colorectal), tandis que les fibres solubles favorisent la production
d’acides gras a chaine courte (AGCC), notamment le butyrate dont le réle sur la régulation du

métabolisme genéral et intestinal sera détaillé plus loin.

I1. 4. 2. Pathologies inflammatoires intestinales

Mis a part I’obésité, le diabéte, les maladies cardiovasculaires ou le cancer, les fibres
alimentaires, en particulier les solubles et visqueuses, peuvent jouer aussi un role sur
I’inflammation intestinale, comme le syndrome du c0lon irritable, 1’ulcére ou la maladie de
Crohn. Cette inflammation intestinale aboutit a une perte d’appétit, une malabsorption des
nutriments, une carence en macro ou en micronutriments ainsi qu’a la perte de poids (200). Il a
été montré sur une étude épidémiologique réalisée sur une cohorte de plus de 170000 femmes
sur 26 ans, que la consommation de fibres alimentaires (24 g/j) été associée a une réduction du
risque de maladie de Crohn (40%) et de 1’occurrence de 1’ulcéres (18%) (201). De plus, des
données interventionnelles mettant en évidence une ameélioration des maladies inflammatoires
de I’intestin suite a la consommation de fibres (202) d’avoine (20 g/j) (203), céréales de son de
blé (30-50 g/j) (204), de gomme de guar (5 g/j), psyllium (7 g/j) (205), d'orge germé (20-30 g/j)
(206,207) et de GOS (7 g¢/j) (208). Cette amélioration passe par une diminution des douleurs
abdominales, du reflux, de crampes, diarrhée, des marqueurs de I’inflammation (protéine C
réactive (CRP), Facteur de nécrose tumorale (TNFo), interleukines (IL)), ainsi qu’une
augmentation des bifidobactéries et de la production de butyrate (203,207,209,210). A noter
néanmoins que la production de gaz, dans le cas de certaines fibres tres fermentescibles (ou
d’une ingestion en trop grande quantité de celles-ci), pourrait &tre contre-productive et amplifier
les sensations de ballonnement (production de gaz lors de la fermentation) dans le syndrome du
cOlon irritable et justifierait d’utiliser des régimes pauvres en FODMAPs (low fermentable
oligosaccharides, disaccharides, monosaccharides and polyols) (211).

Malgré une relation inverse observée entre la consommation des aliments vecteurs de
fibres alimentaires et les maladies chroniques, 1’effet méme des fibres sur la santé reste trés
faible. Comme les fibres alimentaires sont plutdt connues pour améliorer 1’état de santé des
individus, les études réalisées sur des individus en bonne santé ou non insulinorésistance
pourraient constituer un élément explicatif sur le faible impact des fibres sur les parameétres
plasmatiques et physiologiques. Ainsi, des études plus approfondies, notamment sur des obéses
en début ou avec un syndrome métabolique, sont nécessaires pour bien comprendre les effets

des fibres alimentaires sur les maladies chroniques.
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[11. Effet physiologique des fibres
alimentaires
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Figure 17 : Enzymes, hormones et secrétions régulant la digestion du bol alimentaire
dans le tractus gastro intestinal. CCK, cholécystokinine ; GIP, Peptide inhibiteur de la
gastrine ; GLP, glucagon-like peptide ; HCI, acide chloridrique ; HCOg3™ , bicarbonate ;
PYY, peptide YY (216)
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I11. 1. Digestion : généralités

La digestion est un processus mécanique et biochimique permettant la transformation des
aliments en nutriments assimilables (ou non) par 1’organisme. Cette digestion commence au
niveau de la bouche et se poursuit dans I’estomac, 1’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon)
et enfin le colon grace au mécanisme du transit gastro-intestinal.

Concernant les processus mecaniques, la digestion commence dans la bouche
(mastication et broyage des aliments dans la bouche, et génération du bol alimentaire par
cohésion des aliments broyés avec la salive). Le bol alimentaire créé est ensuite dirigé vers
I’estomac dans lequel il va séjourner pour une durée variable dépendant de la densité
énergétique, de la nature de I’aliment (solide ou liquide), de son volume et de sa digestibilité,
qui va permettre de libérer des particules de 1-2 mm a la sortie de 1’estomac. Plus le contenu
gastrique sera solide plus sa libération vers le duodénum sera retardé allant d’une minute a une
heure (212,213). Les mouvements péristaltiques intestinaux vont ensuite permettre la
progression du bol alimentaire jusqu’au colon. Ces contractions gastriques et intestinales vont
permettre de mélanger le chyme avec les enzymes digestives assurant ainsi 1’absorption des
nutriments nécessaires a 1’hote (214,215) (Figure 17).

Concernant les processus chimiques permettant la dégradation de ’aliment tout le long
du tractus digestif, de nombreuses enzymes digestives sont secrétées par 1’épithélium digestif :
lipase et amylase dans la bouche, pepsine gastrique, trypsine, chymotrypsine, lipases, colipases
et amylase pancréatiques, peptidases pancréatiques. Pour optimiser la fonction de ces enzymes
et favoriser la dégradation des macronutriments, des sels permettant la régulation du pH et de
I’osmolarit¢ du milieu digestif (acide chlorhydrique (HCI), bicarbonates) sont également
secrétés. Ce qui n’a pas été hydrolysé par les enzymes intestinales et absorbé par les entérocytes
se retrouve au niveau du colon et est utilisé par le microbiote intestinal.

En complément des enzymes digestives et secrétions dans le lumen digestif, des hormones
sont egalement synthétisées par diverses cellules intestinales et jouent un réle de mediateur dans
la régulation de la fonction digestive (gastrine, la sécrétine, cholécystokinine...) (Tableau 11)
(216-219).

Par définition, les fibres alimentaires ne sont pas concernées par ces processus de
dégradation de 1’aliment dans le lumen par les enzymes intestinales (voir partie I-1 et 1-2).
Néanmoins, elles peuvent, par leur seule présence et leurs caractéristiques physicochimiques
(viscosite, solubilité), altérer les processus de digestion des autres composants du bol

alimentaire. De plus, les fibres et les produits de fermentation des fibres peuvent avoir, via leur
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Médiateurs
Neuro-humoraux

Secrété par
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Acétylcholine

Afférences
vagales
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gastrique

Sécrétions gastriques (acide, pepsinogene)
Contractions lentes du fundus, mélange des
aliments avec les sécrétions digestives
Augmente la motilité iléale et coligue

Neurones moteurs

Distension de la

Neurotransmetteurs entériques !umle_re Stimule le péristaltisme intestinal
intestinale
Distension et Relaxation de I'estomac proximal afin de recevoir

. Cellules G de . . . o

Gastrine . augmentation du | le repas et stimule la production d'acide
I'estomac . : o .

pH gastrique chlorhydrique, de pepsinogene et de la bile.
Cellules _ Détend le sphincter pylorique
- . Basicité du X . L e

Motiline enteroendocrines L , Stimule la contraction de la vésicule biliaire, la
. . milieu duodénal T . o
intestinales sécrétion d'enzymes gastrigues et pancréatiques

Limite la vidange gastrique,

, . Conjugaison des | Stimule la sécrétion d’acide gastrique, enzymes
Cholécystokinine Cellu]es du nutriments avec | pancréatiques et du bicarbonate, insuline
(CCK) duodénum o X . . o

les sels biliaires | Favorise la contraction de la vésicule biliaire, la
motilité intestinale et la satiété
Limite la vidange gastrique
Présence de Favorise la production d'insuline, glucagon
e Cellules K du . AN 5
Peptide inhibiteur . nutriments dans | Prévient I'apoptose des cellules béta
. duodénum et du . i . .
gastrigue (GIP) la lumiére Favorise la conversion du glucose en acides gras
jéjunum . - . .
intestinale et leur stockage dans les tissus adipeux, en
augmentant l'activité de la lipoprotéine lipase.
Impact sur la Limite la vidange gastrique, la production d'acide
présence de gastrigue et la libération de gastrine
. Cellules S du . s ,
Sécrétine . lipide dans la Réduit la motilité duodenale
duodénum N . . . L
lumiere Stimule production bicarbonate pancreatique et la
Baisse du pH libération d'insuline
Augmente la faim, la vidange gastrique et la
. Estomac et . motilité gastro-intestinale
Ghréline . Estomac vide . o . .
Pancréas Induit la libération de I'hormone de croissance
Inhibe la production d'insuline
Favorise la croissance des cellules
pancréatiques, la production d'insuline et la
, satiété
GLP-1 L Pres_ence de Supprime la libération du glucagon
Cellules L iléon et | nutriments dans hibe Ia vid . <crétion digesti
colon Iiléon ou le In I gz,a_ vidange gastrique, secretion digestive,
motilité intestinale
colon - —
Favorise la satiété
PYY Inhibe la sécrétion biliaire, vidange gastrique,

motilité intestinale, sécrétion pancréatique

Tableau 11 : Hormones et peptides endogénes sécrétés par le tractus gastro-intestinal lors de la
digestion du bol alimentaire (214, 216, 215)
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interaction avec le tractus digestif, des effets propres sur la physiologie et le métabolisme de

I’hote, en modulant les propriétés sécrétoires de I’ensemble du tube digestif (220).

I11. 2. Impact des fibres alimentaires sur le transit gastro-intestinal

Les effets des fibres alimentaires sur le transit sont complexes, voir antagonistes selon la

nature des fibres.

I11. 2. 1. Fibres insolubles

Concernant les fibres insolubles, des études interventionnelles réalisées sur des hamsters
(221,222) ou des porcs (223) montrent que la consommation de plus de 5% de fibres insolubles
dont la cellulose, réduisait le temps de transit intestinal et I’activité des enzymes digestives, et
augmentait le poids des feces. Il a été conclu sur plusieurs études interventionnelles chez
I’homme, que la consommation de 1 g/j de fibres insolubles (composant principal du son de
blé) augmentait le poids des selles de 3,5 a 5 g/j (224-226), réduisant ainsi la constipation (227).
Cette reduction de la constipation est associee a I'effet laxatif des fibres insolubles (18), ayant
pour effet d’irriter les terminaisons nerveuses des muscles lisses de I’intestin, stimulant ainsi le
mécanisme de péristaltisme (228,229). L’augmentation du poids des feces liée a la
consommation de fibres alimentaires est associée a une augmentation de la présence d’eau, de

polysaccharides, de lipides et de résidus de plantes [281].

I11. 2. 2. Fibres solubles visqueuses

Dans le tube digestif humain, et en particulier le colon, les fibres insolubles ne forment
pas de gels et leur fermentation est plus limitée. Par contre, les fibres solubles visqueuses se
dissolvent dans I'eau pour former un gel et peuvent aussi étre digérées par la microflore colique
(229). Une part de I’effet des fibres solubles visqueuses dans la réduction des risques de
maladies chroniques, de la glycémie et de la lipémie, découle de leur capacité a former un gel
lorsqu’elles sont dissoutes dans I’eau et a distendre 1’estomac et 1’intestin (229). Le fait de
distendre 1’estomac permet d’activer les afférences vagales qui favorisent la sensation de
plénitude et de satieté (98). La vidange gastrique serait retardée du fait de la viscosité du bol
alimentaire, le rendant plus consistant et solide (61). Les fibres les plus efficaces pour induire

ces effets sont par exemple, la pectine, gomme de guar ou B-glucane (voir partie 1. 2. 2. 1).
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Fibres insolubles Fibres solubles
Polysaccharides| Amidons Non
Visqueuses
non amylacés | résistants visqueuses
Reduction du taux d’absorption 4
dans l'intestin gréle
Excrétion sels biliaires 4
Fermentation colique ) tt t4 tt
Production AGCC t t1 t1
Volumes des selles 1‘ ‘I‘ 1‘ 1‘ 1‘
Transit intestinal 1

Tableau 12 : Effet des types de fibres alimentaires sur la physiologie intestinale.
AGCC, acides gras a chaine courte (65, 66)
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Plusieurs études interventionnelles chez des patients diabétiques, obéses ou en bonne
santé, montrent effectivement que la consommation de pectine (5,2-20 g/j) (230-233), de B-
glucane (13 g/j) (234), psyllium (11-18 g/j) (235,236) ou de gomme de guar (237) augmente le
temps de vidange gastrique jusqu’a 50 min, comparé a des régimes moins riches en fibres
solubles visqueuses. Lorsque la consommation de ces fibres est faible (psyllium (2-7 g/j),
gomme de guar (5 g/j) ou de B-glucane (3 g/j)), le pouvoir gélifiant des fibres diminue, et 1’effet
sur la vidange gastrique disparait, surtout lorsque la durée de supplémentation est inférieure a
15 jours (234,236,238-240). Par contre, si cette durée est supérieure, une réduction du temps
de la vidange gastrique est observée, comme dans le cas d’une consommation de 3 g/j de -
glucane chez des rats durant 6 semaines (241). Le pH joue aussi un role prépondérant dans ces
phénomeénes car plus le pH est élevé plus la capacité de viscosité des fibres alimentaires sera
importante (242). Etant donné que le pH gastro-intestinal est croissant de I’estomac (pH=2) au
colon (pH=7), on peut s’attendre a une viscosité plus élevée le long de I’intestin, malgré une
petite baisse de ce pH suite a la fermentation des fibres alimentaires et la production des acides
gras a chaine courte (AGCC) dans sa partie distale (241,243,244). Cette viscosité du chyme
empéche également 1’accessibilité des enzymes digestives aux nutriments ainsi que leur
absorption par I'épithélium intestinal. Dans le cas des fibres solubles visqueuses, leur impact se

situe donc sur la satiété, la glycémie, I’insulinémie et la lipémie post prandiale (Tableau 12).

I11. 2. 3. Fibres solubles non visqueuses

Les fibres solubles comme 1’inuline, les FOS-GOS ou les XOS se solubilisent dans I’eau
sans pour autant rendre la solution visqueuse ou former un gel. Comme les fibres solubles
visqueuses, elles sont fortement fermentées au niveau du colon grace au microbiote intestinal
(64), et connues pour moduler ’activité de bactéries spécifiques dans le colon (prébiotiques)
(245). Ces fibres permettent d’augmenter la biomasse (246) de certaines bactéries bénéfiques
(bifidobacteries, lactobacillus...) (247). Des études chez I’homme montrent que la
consommation de fibres non visqueuses (inuline, FOS, GOS) favorise I’effet laxatif via une
stimulation du péristaltisme intestinal et la consistance des selles, mais 1’impact est de plus
faible amplitude que les fibres insolubles (248,249). Ceci valide néanmoins I’'impact du

microbiote intestinal ainsi que son activité sur le transit gastro-intestinal du bol alimentaire.
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Figure 18 : Réduction du signal de I’appétit par les fibres alimentaires via les
hormones de I'axe neuro-intestinal. GLP, glucagon-like peptide ; HCI, acide chlorydrique ;

HCOa_ , bicarbonate ; PYY, peptide YY ; NPY, neuropeptide Y ; AGRP, protéine Agouti ; POMC,
pro-opiomélanocortine ; NTS, noyau du tractus solitaire
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I11. 3. Impact des fibres alimentaires sur la régulation de la satiété :

I11. 3. 1. Fibres et satiété : études chez ’homme

Comme précisé plus haut, une partie de I’effet bénéfique des fibres sur la limitation de la
prise de poids passe par un effet satiétogene. La prise alimentaire et 1’appétit sont controlés par
les circuits neuronaux du systéme nerveux central (SNC) (Figure 18). La digestion de I’aliment
dans le tractus digestif module la libération de plusieurs hormones (ghréline, GLP-1, PYY,
CCK) qui agissent au niveau du systeme nerveux central (SNC), afin de réduire la prise
alimentaire et d’augmenter la satiété. Au niveau du SNC, les deux régions connues pour réguler
I’appétit et ’apport énergétique sont le noyau arqué de 1’hypothalamus et le noyau du tractus
solitaire du tronc cérébral (250,251). Le noyau arqué contient deux types de neurones régulant
principalement le signal de satiété, des neurones orexigenes stimulant 1’appétit (neuropeptide
Y (NPY), protéine Agouti (AGRP)) et anorexigenes (pro-opiomélanocortine (POMC), CART
(cocaine and amphetamine regulated transcript)) inhibant ainsi le signal de I'appétit. Concernant
le noyau du tractus solitaire (NTS), il permet d’intégrer les signaux provenant de la stimulation
des afférences vagales de I'intestin (250,251).

Les effets des fibres alimentaires sur la faim, la satiété, la consommation d'énergie et le
poids corporel ont été examinés par Howarth et coll en 2001 sur 54 études (252). La majorité
(27/34) des études a montré une augmentation de la satiété post-prandiale et/ou une diminution
de la faim suite a I’ingestion de fibres alimentaires. De plus, cette étude a montré qu’une
supplémentation de plus de 14 g/j (14-30 g/j) de fibres alimentaires, sur environ 2 mois
d’intervention, entrainait en moyenne une diminution de 10% de l'apport énergétique et une
perte de poids de plus de 1,4 kg. La réduction de 1’apport énergétique est associée a une
réduction de la prise alimentaire, qui est régulée par les noyaux hypothalamiques. Donc nous
pouvons imaginer une action des fibres alimentaires au niveau du SNC via des signaux
provenant de I’intestin, favorisant ainsi la réduction de I’apport énergétique. Un certain nombre
d'essais contr6lés randomisés, a long terme (>3 mois), ont montré une réduction, de la sensation
de faim (15%), de 1’énergie ingéree (9-20%) et du poids corporel (3-8 kg) avec des régimes

riches en fibres alimentaires (7-57 g/j) chez des individus en surpoids (253-256).
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Figure 19 : Effet dose réponse de la consommation des fibres alimentaires
en fonction de leur viscosité et fermentescibilité, sur la satiété (98)
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Les fibres solubles ayant des propriétés de viscosité (gomme de guar, pectine, psyllium
et B-glucane), sont plus associées a une perception réduite de la faim que lorsque 1’apport en
fibres est faible et donc 1’impact sur la viscosité du bol diminue (257). Par exemple, I'ajout de
gomme de guar (> 3 g/j), pectine (> 5 g/j), B-glucane (> 5 g/j), psyllium (> 10 g/j) a un repas,
favorise la satiété chez des volontaires en surpoids, diabétiques ou en bonne santé (233,258—
264). Plusieurs études réalisées sur des volontaires ont indiqué néanmoins que la
supplémentation a long terme de fibres non visqueuses comme les amidons résistants (>10 g/j),
les FOS, les GOS et I’inuline (> 8 g/j), favorisait la satiété (265-268). Ainsi, on peut constater
que les fibres alimentaires, notamment visqueuses, ont un impact sur la satiété en inhibant
jusqu’a 20% I’appétit (la sensation de faim), tandis que I’effet est moindre mais existant (10%)
avec les fibres non visqueuses (98) (Figure 19).

Cet effet des fibres sur la satiété n’est cependant pas toujours retrouvé (98), et ce manque
d’effet pourrait étre lié a une supplémentation trop faible en fibres, a un faible temps
d’exposition des fibres ou tout simplement a la nature de la fibre utilisée dans 1’étude. Par
exemple, une supplémentation d’une journée de 8 g/j en FOS ou 1 a 10 g/j de B-glucane, sur
volontaires sains n’avait pas d’effet sur la satiété (269-271). La durée de la supplémentation en
fibres est importante car Keogh et coll. ont montré sur 17 volontaires que la consommation de
30g d’avoine, riche en B-glucane (soit 22,5 g/j de fibres) sur une journée n’avait pas d’impact
sur la satiété alors que la dose utilisée était importante et la fibre utilisée visqueuse (272). Cet
effet temps peut s’expliquer par le fait qu’un délai minimum de 2 a 3 semaines de
supplémentation en fibres semble nécessaire pour que les taux des hormones satiétogéenes

(GLP-1, PYY, CCK, ghréline) soient significativement modulés dans la circulation.

I11. 3. 2. Les hormones de régulation de I’appétit et fibres alimentaires

Les hormones GLP-1, PYY, CCK et ghréline, sécrétées tout le long du tractus gastro-
intestinal, régulent 1’appétit et de la prise alimentaire (tableau 11). La libération de ces
hormones est stimulée (GLP-1, PYY, CCK) ou inhibée (ghréline) par la prise d’un repas (216—
218). Une régulation de la sécrétion de ces hormones a été associée a la consommation de fibres
alimentaires. En effet la supplémentation en fibres solubles (> 10 g/j) comme les FOS, I’inuline,
le psyllium et la pectine ainsi que la gomme de guar (2,5 g/j) et la -glucane (3 g/j), augmentent
les concentrations postprandiales de GLP-1, PYY et a I’inverse abaissent celles de la ghréline
(274-280). Des données sur rongeur vont dans le méme sens, avec une augmentation de GLP1
plasmatique, une inhibition de la ghréline suite a un régime supplémenté en FOS, inuline ou en
pectine (281-285).
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Les fibres insolubles fermentescibles, comme les amidons résistants, permettent de
prolonger dans le temps la production de GLP-1 et de PY'Y, probablement pour une régulation
de la satiété a long terme sur des volontaires sains et diabétiques (286,287) ou sur des rongeurs
(244,288,289). Des études sur culture primaire de cellules de colon de souris nourries avec un
régime riche en ARs ont montré une surexpression des ARNm des précurseurs du glucagon
(GLP-1, GLP-2) et de PYY (288,290). Concernant la CCK, moins d’études ont été réalisées
mais montrent néanmoins une augmentation de ses concentrations plasmatiques suite a la
consommation d’un régime supplémenté en gomme de guar (20 g/j) ou B-glucane (6-16 g/j)
(264,291,292).

Ainsi, la régulation de la satiété par la synthése d’hormones satiétogenes (GLP-1, PYY)
serait associée aux fibres fermentescibles (solubles et AR). Cette fermentescibilité conduit a la
production des acides gras a chaines courtes et de métabolites bactériens qui affectent la satiété
en modulant la libération des hormones régulatrices de I'appétit ou en agissant directement sur
les noyaux hypothalamiques (293). De plus, les fibres visqueuses, grace a leurs propriétés
gélifiantes, stimulent la distension gastro-intestinale ainsi que le signal vagal afférent (259,294).
Donc I’inhibition de la production de la ghréline par les fibres alimentaires, la stimulation de la
production de la GLP, de PYY et de CCK ainsi que la distension gastro-intestinale et le signal

vagal, vont permettre d’activer I’axe hypothalamique de la satiété (Figure 18).
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Figure 20 : Mécanismes par lesquels les fibres peuvent inhiber la digestion et ’absorption
des lipides. A) les fibres alimentaires agissent en formant un réseau autour des gouttelettes
empéchant I’accés aux lipases ou en s’associant aux acides biliaires. B) en absence de fibres les
lipases et les acides biliaires ont plus acces aux lipides facilitant ainsi la formation de micelles et

ainsi leur digestion/absorption (295)
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I11. 4. L’effet des fibres sur la digestion et absorption des lipides

I11. 4. 1. Impact des fibres alimentaires sur la floculation des lipides et I’activité des

lipases digestives

L'impact des fibres alimentaires sur la digestion des lipides a été attribué a leur capacité
a induire une floculation des lipides et / ou a leurs interactions avec des especes moléculaires
impliquées dans I'nydrolyse des lipides, tels que les sels biliaires, les acides gras et les ions. En
raison de leur nature insoluble dans I'eau, les lipides alimentaires doivent étre émulsifiés pour
étre digerés et cela se produit dans I'estomac et dans le duodénum par mélange mécanique avec
I'activité émulsifiante des sels biliaires et d'autres tensioactifs endogénes ou alimentaires (ex :
calcium). Cette émulsification se traduit par la formation de gouttelettes lipidiques de taille
comprise entre 10 et 50 pm. Les fibres alimentaires présentent la particularité de se positionner
sur la surface des gouttelettes. Des études in vitro montrent que les fibres solubles (pectine,
gomme guar, B-glucane) réduisent I’activité des lipases et le pourcentage de lipides digérés
(295-299). Cependant des données in vivo réalisées sur des porcs, et des volontaires nourris
avec un régime contenant des fibres insolubles (son de blé, cellulose...), montrent une
augmentation de 1’activité des enzymes lipolytiques (299-301). Ces données suggerent un effet
opposé des fibres alimentaires sur la digestion des lipides, selon le type de fibre consommé
(soluble ou insoluble). Ainsi la floculation des lipides par les fibres alimentaires, en particulier
les fibres solubles, réduisent 1’activit¢ des enzymes lipolytiques du fait d’une moindre

accessibilité aux macronutriments (Figure 20).
I11. 4. 2. Effet des fibres alimentaires sur I’émulsion des lipides

I11. 4. 2. 1. Par les acides biliaires

Les acides biliaires sont des acides stéroidiens synthétisés dans le foie et sécrétés par la
bile au niveau du duodénum. lls se divisent en deux groupes, primaires (acide taurocholigue,
glycocholique, taurochénodésoxycholique, glycochenodésoxycholique) et secondaires (acide
désoxycholique, lithocholique). Les acides biliaires vont avoir essentiellement un role
d'émulsifiant des lipides alimentaires, permettant la formation de micelles lipidiques de 3-6 nm
a partir des lipides naturellement émulsifiés dans 1’estomac. Favorisant ainsi leur digestion et

leur absorption par les entérocytes (302) (Figure 20).
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L’absorption des lipides au niveau intestinal est accompagnée par la réabsorption des
acides biliaires, qui vont contribuer a resynthétiser une nouvelle vague d’acides biliaires pour
une prochaine digestion (302). De nombreuses études, chez I’homme et rongeurs, ont démontré
que la consommation de fibres alimentaires (solubles ou insolubles), augmentait I’excrétion des
sels biliaires dans les feces (303,304). Ces études pourraient suggérer une fixation des acides
biliaires aux fibres alimentaires (305,306), inhibant leur réabsorption vers le foie, facilitant ainsi
leur élimination dans les feces (Figure 20). Le taux de liaison des acides biliaires aux fibres
alimentaires va étre différent en fonction du type de fibres alimentaires présent dans
I’alimentation ainsi que du type d’acide biliaire (305). Par exemple, des études réalisees par
spectroscopie RMN n’observent pas d’interaction entre la -glucane et 1’acide glycocholique
(307), a I’inverse de I’acide taurochénodésoxycholate (308,309).

I11. 4. 2. 2. Par les minéraux

Une des propriétés des fibres alimentaires est également la fixation des ions au niveau
intestinal. Les interactions sont essentiellement électrostatiques et impliquent principalement
des cations divalents plutdt que des cations monovalents. Plusieurs études réalisées sur
rongeurs, nourris avec un régime supplémenté en fibres (FOS, inuline, son de blé) observent
une rétention des ions (calcium, magnesium, zinc, cuivre) jusqu’au colon (310-312). Toutes les
fibres n’ont pas les mémes affinités pour les ions. Une étude in vitro mimant I’environnement
intestinal a en effet montré que les pectines, la gomme de xanthane et la carraghénane ont une
plus grande affinité pour les cations divalents que la gomme de guar (313). Ceci pourrait
s’expliquer par la viscosité des fibres alimentaires : plus elle est forte plus les minéraux se fixent
sur les fibres. Cette fixation est aussi associée au pH du milieu, plus il est bas (pH = 5) plus le
nombre de fixation de minéraux sur les fibres solubles sera éleve, sauf pour la cellulose qui fixe
mieux le zinc a pH=7 (314). Comme les minéraux sont connus pour étre des cofacteurs de
I’activité des lipases (315), leur fixation sur les fibres alimentaires conduirait a une réduction
de la digestion des lipides et de leur absorption.

En résumeé, les lipides qui sont insolubles dans 1'eau, vont naturellement dans I’estomac
s’associer pour former des gouttelettes lipidiques. Grace a I’action des lipases et la présence des
sels biliaires et sels minéraux, des micelles (3-6 nm) monoglycéridiques et acides gras se
forment. Cette solubilisation des lipides est une étape indispensable a I'absorption des lipides
par les entérocytes. Les fibres, en fixant les minéraux et les acides biliaires, favorisent la

floculation des lipides et réduisent la formation de micelles, donc I’absorption des lipides.
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Figure 22 : Distribution des espéces bactériennes majeures dans
I’intestin de ’homme adulte sain (316)
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I11. 5. Impact des fibres sur la production de métabolites par le microbiote

Les fibres hautement solubles mais non visqueuses (ex : GOS, FOS) sont rapidement et
totalement fermentées a partir de 1’iléon jusqu’a la partie proximale du cblon ascendant (et
caecum). Les fibres hautement solubles (gomme de guar, pectine, inuline) et les amidons
résistants sont rapidement fermentés au niveau du cdlon ascendant. Enfin, les fibres
moyennement solubles (psyllium, -glucane) sont modérément fermentées tout au long de leur
transit dans le c6lon (65). Cette fermentation colique va dépendre de plusieurs parametres dont
les caractéristiques du microbiote présent dans le cdlon, la source et le type de fibres consommé

et la vitesse du transit intestinal.

I1L. 5. 1. La composition microbienne de I’intestin

Afin d’assurer cette fermentation, I’intestin est tapissé par une couche de
microorganismes (bactéries) formant le microbiote intestinal. Cette famille est composée, chez
I’homme, de prés de 1000 espéces dont plus de 104 bactéries, reparties tout au long du tube
digestif, dont 400 espéces, soit plus de 10 bactéries au niveau du cblon (316-318) (Figure 21
et 22). Les fibres alimentaires qui atteignent le c6lon sont largement fermentées par le
microbiote et représentent des nutriments majeurs pour son développement (29). La
composition de ce microbiote différe d’un individu a un autre et méme au sein d’un individu
selon sa consommation d’antibiotique, le style et le lieu de vie, I’hygiéne ou I’alimentation. Des
analyses de génes d'ARNr 16S et de métagénomiques ont permis d’identifier les deux familles
les plus abondantes dans le microbiote intestinal, a savoir les Bactéroidetes et Firmicutes
(316,317). Les Firmicutes représentent environ 200 bactéries gram-positifs (Clostridium,
Eubacterium, Lactobacillus, Roseburia etc.) et les Bactéroidetes avec environ 20 Gram-négatifs
(Bacteriodes, Prevotella etc.) (229). La consommation d’inuline et de prébiotique (FOS,
GOS..), a long terme, augmente la proportion de bifidobacterium et lactobacillus dans le

microbiote intestinal. Par contre, elles inhibent celle des bactéroides (319).

I11.5. 2. La production d’AGCC

L’une des conséquences majeures de 1’activité du microbiote intestinal, est la production
de métabolites dont les AGCCs, qui sont des acides gras composés de deux a six carbones
provenant de la fermentation bactérienne des polysaccharides, certains oligosaccharides et les

amidons résistants.
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impliquées dans la production des acides gras a chaine courte (29, 319)

Pourcentage d’AGCC (%)

Fibres Acétate | Propionate | Butyrate
Amidon résistants 41 21 38
Gomme de guar 59 26 11
Pectine 75 14 9
Psyllium 35 32 32
Inuline 50 29 21

FOS 66 23 11

GOS 50 27 23

Tableau 13: Proportion d’AGCC produits par le
microbiote colique pour différentes fibres (52, 359)
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Les fibres alimentaires, lors de la fermentation, vont permettre la production de I’acétate,
du propionate via la production de métabolites intermédiaires que sont le lactate ou le succinate.
Le butyrate sera produit via la transformation du butyryl-CoA par les enzymes
phosphotransbutyrylase et butyrate kinase colique (Figure 23) (29,320). L’acétate (C2), le
propionate (C3) et le butyrate (C4), sont les AGCC les plus abondants et les principaux produits
de fermentation des fibres alimentaires par le microbiote. De méme, les acides aminés comme
la valine, la leucine et I’isoleucine peuvent étre convertis en acide gras dits ramifiés, comme
I’isobutyrate (iC4), le valérate (C5) ou I’isovalérate (iC5) (321).

L’acétate, le propionate et le butyrate représentent ~ 80-90% des acides gras a chaine
courte présents dans la lumiére du c6lon humain, avec une proportion d’environ 60, 20 et 20%
respectivement (322). Le pourcentage de production de 1’acétate, propionate et butyrate est
variable selon la source et le type de fibres dégradées par le microbiote (Tableau 13). La
fermentation sera d’autant plus élevée que 1’on se trouve au niveau du cdlon proximal comparé
au colon distal. Ce phénomeéne est associé au pH du milieu qui passe d’un pH=5-6 dans le cdlon
proximal a un pH=6,9 dans le c6lon descendant.

La consommation d’un régime a faible teneur en fibres alimentaires et a forte teneur en
protéines ou en graisse conduit a une réduction de la biodiversité microbienne et est associée a
une baisse de la production d’AGCC (323). Les fibres insolubles comme la lignine ou la
cellulose, résistent a la fermentation, tandis que les amidons résistants et les fibres solubles (les
pectines, les gommes, les prébiotiques...) sont complétement fermentés par la microflore
coligue. Une étude de Fredstrom en 1994, réalisée sur des volontaires, durant 8 jours, a pu
mettre en évidence que la consommation de 30g de fibres provenant de légumes (84%
insolubles, 16% solubles) augmentait de 19% la production des AGCC totaux contrairement a
la consommation de 30g de son de blé (90% insolubles, 10% solubles). La production des
AGCC observée dans cette étude serait une résultante de la proportion de fibres solubles
représentées dans 1’aliment consommé. De plus, on observe une augmentation des
concentrations de butyrate de 28% avec la consommation de son de blé contrairement aux fibres
de légumes (324). Cette différence observée sur la production d’AGCC totaux est probablement
lice a la présence de plus de fibres solubles dans la supplémentation de fibres de Iégumes, or
elles sont connues pour étre hautement fermentescibles. Par contre la production de butyrate
plus élevée dans le cas de la consommation de son de blé est probablement liee a la forte

présence de fibres insolubles fermentescibles, que sont les amidons résistants (Tableau 13).
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I11. 6. Effets au niveau périphérique

I11. 6. 1. La lipémie

Toute perturbation des concentrations d'un ou plusieurs lipide (s) plasmatique (s) :
cholestérol total (CT), HDL-cholestérol (HDL-c), LDL-cholestérol (LDL-c), triglycérides
(TG), peut étre considérée comme une situation de dyslipidémie. Une élévation des niveaux du
CT et du LDL-c associée a une baisse de celles du HDL-c est notamment considérée comme
un des facteurs de risque majeur conduisant a 1’athérosclérose et aux maladie cardiovasculaires.
Cette dyslipidémie est néanmoins un phénomeéne réversible et une alimentation riche en fibres
alimentaires, notamment en fruits, 1égumes et céréales peut limiter 1’élévation du CT et LDL-c
(18,325,326).

En effet, plusieurs études cliniques ont mis en évidence le role bénéfique des fibres
solubles (NPA et certains oligosaccharides) et insolubles (AR principalement) sur la
dyslipidémie. Une méta-analyse de 67 études cliniques, réalisée en 1999 par Brown, a conclu
que la supplémentation de plus de 10 g/j de fibres solubles (avoine (7 g), pectine (6 g), psyllium
(10 g), gomme de guar (18 g)) permettrait de baisser les concentrations plasmatiques du CT (-
0,05 mmol.Lt.g?) et du LDL-c (-0,06 mmol.Lt.g?), aprés trois mois d’intervention
nutritionnelle chez I’homme. Dans cette étude, il semblerait que les concentrations du CT et
LDL-c plasmatique, étaient plus diminuées avec la pectine (-0,060 mmol.Lt.g?1) qu’avec la
gomme de guar et le psyllium (-0,030 mmol.L.g™) (327). Pour conforter ces données, des
méta-analyses récentes ont souligné qu’une consommation de psyllium, pectine (> 5 g/j), B-
glucane (> 3 g/j) et AR (> 10 g/j), entrainait une réduction significative du CT, LDL-c et TG
chez des obéses, diabétiques ou hypercholestérolémiques mais n'ont eu aucun effet sur le taux
de cholestérol HDL (328,329).

Concernant les prébiotiques (inuline, FOS, GOS...) plusieurs études sur rongeurs
montrent clairement que la supplémentation de plus de 5% d’inuline, de FOS ou de GOS chez
des animaux nourris avec un régime riche en sucre et en graisse, sur des durées variables (1-27
mois), conduit a une réduction des taux plasmatiques de CT (15-40%), LDL-c (=20%) et TG
(30-50%) (325). Sur des volontaires sains ou obéses, cet effet bénéfique des prébiotiques (6-25
g/j) est aussi montré sur les niveaux plasmatiques du CT, LDL-c et TG (325,330).

Cependant, cette action des fibres sur la lipémie n’est pas toujours retrouvée dans les
¢tudes chez ’homme puisque des supplémentations en prébiotiques (8-20 g/j) sur une période

de 1 a 6 mois n’impactent pas toujours sur les parametres lipidiques plasmatiques (325).
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Cette absence d’impact des prébiotiques sur la lipémie semble liée au type de fibre utilisé (degré
de polymérisation plus ou moins élevé), des doses administrées plus faibles relativement au
poids des individus, la durée du traitement, les caractéristiques cliniques des participants, ou
I’énergie ingérée entre les différents groupes.

Les mecanismes par lesquels les niveaux de CT, LDL-c et TG, sont modulés par des fibres
alimentaires se situent au niveau de 1’absorption des lipides par I’intestin par des mécanismes
de captage des lipides et sels biliaires par les fibres (partie 111. 4). A ce phénomene digestif
s’ajoute un mécanisme hépatique ou la diminution des réabsorptions des sels biliaires favorise
le captage hépatique des LDL-c plasmatiques pour renouveler le pool de sels biliaires
(170,331,332). Donc les fibres alimentaires peuvent ameliorer les niveaux de cholestérol et de
triglycérides via 1/ une diminution du captage des lipides par I’intestin et 2/ une augmentation

de leur utilisation pour la synthése de sels biliaires nécessaires a leur digestion (Figure 24).

I11. 6. 2. La glycémie et I’insulinorésistance

L’insulinorésistance (IR) est définie par une diminution de la capacité des cellules et donc
des tissus (foie, muscle, tissu adipeux) a répondre a 1’action de I’insuline. Elle est accompagnée
d'hyperglycémie plasmatique liée a son moindre captage du glucose par les cellules (333) et est
généralement associée a une dyslipidémie et de I’adiposité. La perte de poids, 1’exercice
physique et I’'ingestion d’un régime équilibré, notamment riche en fibres alimentaires, sont les
moyens les plus efficaces pour améliorer la réponse a I’insuline.

Ainsi, un des moyens de limiter I’hyperglycémie plasmatique est I’ingestion d’aliments
qui limitent le pic de glycémie post prandial. Les aliments ont donc été classés selon leur
capacité a générer un pic de glycémie plasmatique apres leur ingestion. Il s’agit de I’index
glycémique qui a été introduit par Jenkins et al en 1981 qui classe la réponse glycémique
plasmatique de I’ingestion d’un aliment par rapport a une réponse standard de 1’ingestion de
quantités identiques de glucose pur ou de pain blanc (334). Il existe une association négative
entre la consommation de produits a faible IG (céréales, fruits et légumes) et le développement
du diabéte (177,334,335).

En 2007 Marangoni et coll. ont montré une réduction du glucose plasmatique post-
prandial de 15 patients non diabétiques, aprés une consommation de pain ou biscuits
supplémentés avec 6g a 14g de fibres alimentaires (inuline (70%), gomme de guar (20%),
glucomannane (5%) et fibre de blé (5%)) (336), associée a une réduction de 1’I1G du pain (-21%)
et des biscuits (-41%). Des effets contradictoires sont observés dans la littérature concernant la

consommation des céréales sur la glycémie (337,338).
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Concernant des fibres spécifiques, il a été vu précédemment que les fibres visqueuses
solubles (B-glucanes, pectine, psyllium, les gommes...) forment des gels et / ou s'épaississent,
ce qui impacte sur la motilité intestinale et les taux d'absorption du glucose, des triglycérides et
du cholestérol (partie I11. 2 et 111. 4). Ainsi, laconsommation de 10-23 g/j de psyllium, gomme
de guar, inuline, limite le pic de glycémie postprandial et améliore la sensibilité a I'insuline chez
les individus sains, obeses ou atteints de DT2. Cet effet positif sur la glycémie postprandiale a
¢té rapporté dans des études d’intervention allant de 4 semaines a 6 mois (234,249,339-341).
Cependant, le contréle de la glycémie et de la résistance a l'insuline ne peut étre attribué
uniquement aux fibres alimentaires solubles. Quand on s’intéresse plus particuliérement aux
amidons résistants (insolubles mais fermentescibles), une amélioration de la glycémie a été
signalée sur de nombreuses études, chez des animaux et chez I’homme (342—344).

Plusieurs mécanismes ont été suggerés pour expliquer les effets hypoglycémiants et hypo-
insulinémiants, notamment des fibres solubles. Les fibres solubles et visqueuses forment un gel
et retardent la vidange gastrique, ralentissant la digestion et I'absorption des macronutriments
par les entérocytes (partie 11-7. A). Contrairement aux fibres solubles, les ARs augmentent le
temps du transit intestinal, ce qui devrait a I’inverse favoriser la bioaccessibilité des nutriments
dans l'intestin gréle. Un certain nombre d'études ont porté sur les effets de différentes formes et
doses des ARs sur les réponses au glucose et I'insuline, mais les données sont contradictoires
(345). Les mécanismes d’action des ARs sur la glycémie pourrait étre différents et passer par
les acides gras a chaine courte résultant de la fermentation bactérienne de fibres alimentaires
solubles et des ARs (346) et qui, pourraient en relai favoriser :

> La synthése de peptides intestinaux, comme GLP-1, qui sont connus pour stimuler la
synthése et la libération de 1’insuline.
> L'expression des transporteurs de glucose sensibles a l'insuline (les GLUTS), au niveau

tissulaire (foie, muscle, tissus adipeux).
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Au niveau intestinal, les fibres peuvent agir directement sur la biodisponibilité des
nutriments (et notamment, la digestion/digestibilité des graisses) en piégeant certains
nutriments qui deviennent de fait moins bioaccessibles (partie 1l. 2 a 4). L’effet long terme des
fibres sur le poids et sur les maladies chroniques, peut également s’expliquer par d’autres
facteurs comme une amélioration de 1’insulino-sensibilité (intervenant aussi dans la régulation
de I’appétit et le métabolisme énergétique tissulaire), avec des impacts la encore plus ou moins
importants selon la/les fibres consommées (101).

Concernant les effets spécifiques des fibres solubles vs insolubles, des données sur
rongeurs (349) nourris avec un régime obésogene et supplémentés en fibres insolubles ou
solubles montrent des effets contrastés avec les fibres insolubles incapables de limiter la prise
de poids. Les fibres insolubles, en accélérant le transit intestinal, peuvent réduire le temps au
cours duquel les nutriments peuvent étre absorbés. A I’inverse, les fibres solubles en particulier
les visqueuses, réduisent I’absorption des nutriments énergétiques (glucose, protéines, lipides..)
en retardant la vidange gastrique et en stimulant la satiété, ce qui limite in fine la prise de poids
et améliore la sensibilité a I'insuline (350). Enfin, les produits de fermentation des fibres
(AGCC), et en particulier issus de la fermentation des fibres solubles fermentescibles impactent
sur les hormones de satiété au niveau intestinal (ex : GLP-1, PYY), hypothalamique (ex :
POMC, NPY) et nous le verrons dans la partie suivante, sur les tissus périphériques. L’ensemble
de ces effets est résumé en Figure 25.
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V. Mécanismes moléculaires
Impliquant les AGCC, dans la
régulation metabolique de I'hote
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Figure 26 : Transport des AGCC de la lumiere du colon vers la veine porte
MCT, Monocarboxylate transporter; SMCT, sodium-dépendent monocarboxylate
transporter (350)
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Une partie des effets des fibres alimentaires passe, comme nous I’avons déja précisé, par
leur dégradation dans le c6lon et la synthese de molécules (les AGCC notamment) ayant pour
cible I’intestin, le foie, le cerveau, les tissus périphériques et la santé de I’individu au sens large.
Cette derniére partie bibliographique va donc s’intéresser au réle régulateur spécifique des
AGCC sur le métabolisme de I’hote.

IV. 1. Absorption et répartition des AGCC dans I’organisme

IV. 1. 1. Mécanisme d’absorption des AGCC

Les AGCC produits au niveau intestinal sont absorbés par les colonocytes et une partie
est dirigée vers le foie via la veine porte puis, aprés passage par la veine sus hépatique et la
veine cave, redistribuée vers les tissus périphériques. Les échanges d’AGCC, entre les
différents compartiments de 1’organisme, nécessitent des mécanismes de transport. Suite a leur
production par les microbes du célon, les AGCC vont étre captés par les colonocytes. Pour que
les AGCC se retrouvent au niveau plasmatique en passant par les colonocytes, un systeme de
transport apical et basolatéral est nécessaire. Il faut noter que les AGCC présents au niveau du
cblon sont soit sous forme protonée (R-COOH) soit chargée (R-COQO"). Le transport des AGCC
va dépendre tres fortement de la forme des AGCC (protonée ou chargée) et donc du pH du
milieu. La forme protonée des AGCC est absorbée par diffusion passive, tandis que la forme
chargée est transportée par diffusion facilitée (351). Le transport par diffusion facilitée est le
principal mode de transport des AGCC, car seulement 10% des AGCC sont sous forme
protonée dans la partie proximale (pH=6) et 1% dans la partie distale (pH neutre) du c6lon
(352). Au niveau apical, le transport des AGCC recourt aux deux types de transport alors qu’au
niveau basolatéral le transport se fait par diffusion facilitée (Figure 26).

Le transport passif suit les lois du gradient de concentration. Le transport par diffusion
facilitée permet le passage d'un ion ou d'une molécule a travers une membrane, et ceci méme si
le gradient de concentration n’est pas favorable. Trois types de mécanismes de transports par
diffusion facilitee des AGCC ont été décrits au travers de la membrane apicale des cellules de

I’intestin. Le premier type de transporteur, associe l'importation d'anions d’AGCC avec un
export d’une molécule de bicarbonate (HCO3"). Le deuxiéme type de transport concerne les

membres de la famille des transporteurs de monocarboxylates (MCT, SMCT1) qui catalysent
un cotransport d'anions d’AGCC avec des cations (H" et Na*) (351).
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Figure 27 : Absorption et distribution des AGCC de la lumiere intestinale vers foie puis les
tissus periphériques. VP, veine porte ; VSH, veine sus-hépatique (359)



Enfin, le troisieme type est un transporteur de monocarboxylate sodique (SMCT)
permettant un cotransport des anions d’AGCC avec deux ions sodium Na*. Parmi les trois types
de transporteurs, les SMCT1 sont connus pour transporter le butyrate plus rapidement que le
propionate et I'acétate (351).

IV. 1. 2. Répartition des AGCC dans I’organisme

Le caecum et la partie proximale du colon sont les deux sites majeurs de production des
AGCC. Les concentrations des AGCC présents dans le cdlon chutent réguliérement plus on se
rapproche de la partie distale. Ce gradient de concentration est dd a une absorption des AGCC
produits par les cellules coliques (20). Chez des personnes qui consomment un régime riche en
fibres, les concentrations dans le c6lon proximal peuvent atteindre jusqu'a 226 mmol/kg de
contenu sec pour ’acétate, 104 mmol/kg pour le propionate et 78 mmol/kg pour le butyrate
avec une proportion de 60/20/20 environ (353,354). Une fois absorbés, les AGCC qui n'ont pas
été métabolisés par les colonocytes atteignent le foie via la veine porte. Le butyrate étant une
source d'énergie importante pour les colonocytes, seule une petite quantité de butyrate atteint
le foie et se retrouve dans la circulation systémique. Seul I’acétate peut étre retrouvé en quantité
importante dans le sang périphérique (bien qu’utilisé dans le foie et I’intestin comme nutriment
énergétique), propionate et butyrate étant métabolisés respectivement dans le foie et I’intestin
en grande quantité. En effet, le butyrate est la molécule énergétique oxydée le plus rapidement
en CO: relativement a d’autres substrats énergétiques disponibles pour les cellules épithéliales
coliques (autres AGCC, glucose, glutamine, corps cétonique, acides gras) et peut représenter
50% de I’apport énergétique du colonocyte isolé (355). L’oxydation du butyrate se traduit par
la production d’un métabolite majeur : le bétahydroxybutyrate (b-OH) qui se retrouve en veine
porte (356). Concernant le propionate, il est, au méme titre que les acides aminés (comme
I’alanine), le lactate et le glycérol, un précurseur de la néoglucogenéese hépatique (357) ce qui
explique son importante utilisation dans le foie. La conséquence est que les concentrations de
1’acétate/propionate/butyrate et in fine leurs proportions relatives dans de la veine porte, veine
sus-hépatique et au niveau artériel sont différentes entre vaisseaux de 1’ordre de 230/40/30
pmol/L, 160/20/10 pmol/L, 134/5/7 pumol/L respectivement (353,358-360) (Figures 27).
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Figure 28 : Mécanisme d'action des AGCCs sur la transduction du signal cellulaire en
fonction du type de récepteur couplé a la proteine G (RCPG) dont GPR41/43 et 109a. A)
Inhibition de I’activation de 1’adénylate cyclase (AC) par le couplage d’une sous-unité Gaio au
récepteur (ex : GPR43 et GPR109). B) Activation de la phospholipase C suite a un couplage d’une
sous-unité Gaq au récepteur (ex : GPR43). AGCC, acides gras a chaine courte ; B-AR, récepteur
B-adrénergique (361)

Récepteurs Ligand CEso Expression
GPR43/FFAR2 | Acétate (C2) 259-537 uM Cellules L entéroendocrines, Cellules immunes
(Gaiiro, Gag) ) du cblon (mastocytes, neutrophiles,
Propionate (C3) éosinophiles et Tregs), leucocytes, adipocytes,
C2=C3>>C4 muscles squelettiques, cceur, rate
GPR41/FFAR3 | C3>C4>>C2 12-274 uM (C3) | Cellules L entéroendocrines mastocytes, rate,
(Gairo) moelle osseuse, ganglions lymphatiques, tissu
adipeux, systéme afférent peériportal, systeme
nerveux périphérique, lymphocytes (cellules T,
B et NK), pancréas
GPR109a C4 Homme :0.7 mM | Membrane apicale de I'épithélium intestinal, les
Goi .
(Gaiiro) Rongeur macrophages,_ _ monocytes, neutrophiles,
cellules dendritiques
1.6 mM

Tableau 14 : Les principaux récepteurs des AGCC et leur localisation cellulaire ou tissulaire.
CEso, concentration efficace médiane, T regs, lymphocytes T régulateurs (319)
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IV. 2. Comment les AGCC interagissent avec les tissus pour moduler les métabolismes

Les AGCC interagissent avec le métabolisme tissulaire et influent sur 1’orientation des
voies métaboliques prioritairement en tant que nutriment énergétique. Néanmoins, les AGCC
peuvent agir comme des molécules signal vis-a-vis des cellules, et ceci par deux mécanismes
maintenant bien décrits : des interactions avec des récepteurs et une action sur des enzymes

agissant sur 1’acétylation et la désacétylation des histones de I’ADN.

IV. 2. 1. Intéraction entre AGCC et récepteurs spécifiques

Les acides gras non estérifies (AGNE) au sens large fournis par I’alimentation vont
contribuer aux fonctions physiologiques directement (via leur utilisation comme substrat
énergétique dans les voies métaboliques) ou indirectement (en agissant comme un signal). Dans
ce dernier cas, les AGNE vont agir via des récepteurs aux acides gras libres (en anglais G-
Protein Coupled Receptor (GPR) également appelé Free Fatty Acid Receptor (FFAR)). La
transduction du signal va dépendre de la taille et de I’affinité des AGNE pour leur récepteur
ainsi que la spécificité des récepteurs. La transduction du signal au niveau cellulaire de certains
AGNE que sont les AGCC, induit des effets pléitropiques comme la sécrétion d’hormones
peptidiques, la régulation de I’inflammation, la régulation de 1’homéostasie énergétique,
I’amélioration de I’insulino-sensibilité ou une augmentation de la dépense énergétique (361).
Concernant les AGCC (une classe particuliére des acides gras, 2-6 carbones), 1’effet signal
passe par des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) comme les GPR41 (FFAR3), GPR43
(FFAR2) et GPR109a (320).

Les récepteurs couplés a la protéine G (RCPG) sont constitués de 7 domaines
transmembranaires couplés a la protéine G composée de trois sous-unités (a, f, y). L’activation
et le changement de conformation du récepteur, suite a la fixation du ligand, favorise le
couplage du récepteur a la protéine G (Figure 28). Il en résulte une diminution de I’affinité de
la sous-unité Ga pour le GDP en facilitant ainsi la fixation du GTP a la place du GDP. Cet
échange active la protéine-G hétérotrimérique (Ga, GB/y), qui active en aval divers effecteurs
membranaires ou cytosoliques telles que 1’adénylate cyclase (AC), la phospholipase C (PLC)
ou ras-MAP kinases (ras-MAPK). Une déphosphorylation du GTP en GDP grace a des GTPases
permet de mettre fin au signal d’activation du récepteur (362). La transduction du signal des
RCPG sera différente en fonction de la diversité de la sous-unité Ga. Dans le cas des récepteurs
des AGCC, les GPR41 et 109a sont couplés uniquement a la sous-unité Gaij, tandis que les
GPRA43 est couple a la fois a la sous-unité Gai et Gag. Une activation des récepteurs couplés a

Gaio par les AGCC entrainerait I'inhibition de la voie de I'adénylate cyclase, alors que ceux
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Figure 29 : Acétylation et désacétylation des histones sur les résidus lysine.

A) Acétylation et désacétylation de la chromatine grace au HAT (histone acétylase) et HDAC (histone
désacétylase) permettant 1’activation ou la répression de la transcription de génes. B) acétylation et
désacétylation des résidus lysines des histones (367)
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Figure 30 : Régulation du métabolisme énergétique via les 4 classes de HDAC (I, lla, I1b et V).
ERRa, récepteur o lié a 1’cestrogeéne ; G6Pase, glucose-6 phosphatase ; HDAC, histone désacétylase ;
KDAC, lysine désacétylases ; LXR, récepteur du foie X ; MEF2, facteur d'amélioration spécifique des
myocytes 2 ; mTOR, cible mécaniste de la rapamycine ; N-CoR, corépresseur de récepteurs nucléaires
; PEPCK-C, phosphoénolpyruvate carboxykinase, cytosolique ; PPAR, récepteur activé par les
proliférateurs de péroxysomes (368)



couplés a Gaq entraineraient I'activation de la voie phospholipase C (PLC) et une augmentation
du taux de calcium intracellulaire. Les trois classes de GPR (41/43/109a) auront le méme effet
sur la signalisation passant par I’AC alors que GPR43 est le seul a moduler la signalisation
médiée par la PLC (320). Ainsi, la traduction du signal et la réponse cellulaire vont dépendre
du ligand, du type de récepteur et de la protéine G associée (Figure 28).

Concernant 1’association ligand-récepteur, le récepteur GPR43 est principalement activé
par l'acétate et le propionate, et dans une moindre mesure le butyrate, tandis que le récepteur
GPRA41 est activé principalement par le propionate puis le butyrate. En revanche le récepteur
GPR109a est spécifiqguement activé par le butyrate (320). Ces récepteurs sont dissémines sur
plusieurs types cellulaires permettant d’impacter sur le métabolisme énergétique, 1’état

inflammatoire, mais aussi la réponse immunitaire de I’hote (Tableau 14).

IV. 2. 2. Le lien entre les AGCC et les HDAC

Dans le cadre des études sur la prise de fibres alimentaires et leur impact pour limiter
I’occurrence du cancer du colon chez ’homme (191-194), les rongeurs (195,196) ou in vitro
sur des cellules cancéreuse (197-199,363-365), les auteurs se sont tout particulierement
intéressés aux mécanismes de developpement de la carcinogénése. Il a été montré que les
AGCC, notamment le butyrate et le propionate, pouvaient inhiber la prolifération cellulaire et
a I’inverse stimuler 1’apoptose des cellules cancéreuses via leur capacité a inhiber les histones
désacétylases (366,367). En effet, parmi les mécanismes de régulation de 1’expression des
genes, figure la modulation de l'acétylation des histones par les histones acétyltransférases
(HAT) et les histones désacétylases (HDAC). L’acétylation cible spécifiquement les résidus
lysine situés en position N terminale des protéines histones et diminue ainsi la charge positive
sur les histones. Cette perte de charge positive des histones empéche leur fixation a I'ADN
(chargé négativement) entrainant ainsi la décompaction de I’ADN qui devient accessible aux
facteurs de transcription (368) (Figure 29).

Ces phénomenes d’acétylation sont des modifications post traductionnelles reconnues
comme clé dans la régulation des flux énergétiques et métaboliques cellulaires, les rythmes
circadiens, les cycles cellulaires et la production d’énergie. Une revue trés compléte explique
en détail comment I’acétylation/désacétylation de I’ADN peut contrdler les métabolismes
(369). Menzies et coll. insistent notamment sur le réle des HDAC dans ces régulations. Ces
HDAC se regroupent en plusieurs classes (I, l1a, 11b et IV) et ont été montrées comme capables
de réguler le métabolisme énergétique de nombreux tissus par I’intermédiaire de facteurs de

régulation divers (PPARs, LXR, Foxo ...) comme résumé dans la Figure 30. Les métabolismes
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Figure 31 : L’impact du butyrate (produit de dégradation des fibres par le microbiote
intestinal) sur la mort cellulaire des cellules cancéreuse via une inhibition des HDAC.
HDAC, histones désacétylases ; FAS, récepteur des TNF ; P21 et P53, inhibiteurs cycle
cellulaire (372)
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hépatiques (lipogenése, la B-oxydation, néoglucogenése), musculaires (myogenése, type de
fibres), et adipeuses (adipogenése) sont notamment régulées par les HDAC.

En dehors des effets sur le métabolisme énergétique, les AGCC, propionate et butyrate
particulierement, impactent sur la prolifération cellulaire (1P53, P21, |cycline D3, CDKI et 2)
et I’apoptose (1BCL2, | BAX) (370-372). L’effet du butyrate peut varier selon le type cellulaire
ciblé : dans une situation normale le butyrate favorise la prolifération cellulaire, tandis qu’il
inhibe la prolifération cellulaire via les HDAC sur les cellules cancéreuses (373). Dans le
premier cas le butyrate est utilisé comme substrat énergétique, alors que pour la cellule
cancéreuse, comme le substrat majoritairement utilisé est le glucose, le butyrate s’accumule et
agit en tant qu’inhibiteur des HDAC (373) (Figure 31). En plus d’avoir un impact sur la
prolifération cellulaire, le butyrate inhibe I’inflammation et la réponse immunitaire (374).

Les AGCC produits vont donc agir selon des modalités différentes selon les tissus et
organes, car comme precisé dans les paragraphes précédents, les profils et quantités d’AGCC
apportés aux tissus sont différents : large profil d’AGCC en quantité importante au niveau du
lumen intestinal, profil appauvri en butyrate fourni au foie via la veine porte et profil tres enrichi
en acétate avec des quantités beaucoup plus faibles, voire quasi nulles en propionate, butyrate
au niveau des tissus périphériques. Nous allons donc étudier, tissu par tissu, les effets connus

des AGCC sur leurs métabolismes et les régulations mises en jeu.
V. 3. Impact des AGCC sur P’intestin

IV.3. 1. Peptides intestinaux

La consommation de fibres alimentaires et la production d’AGCC associée par le
microbiote colique, peuvent agir directement au niveau des colonocytes ou via les récepteurs
GPR (GPR109a, GPR41 et GPR43). Parmi les AGCC, le butyrate est le substrat énergétique
qui sera le plus utilisé par les cellules intestinales pour leur croissance et leur prolifération. Les
AGCC vont ainsi jouer leur role de nutriment énergétique et activer des GPRs (320).

Les cellule L présentes dans 1’épithélium intestinal secrétent des hormones anorexigénes
(PYY et GLP-1) aprés la prise d’un repas. L’effet anorexigéne de ces deux peptides exercerait
une inhibition du NPY et une activation de la POMC dans I'ARC hypothalamique (250,251).
La sécrétion de ces neuropeptides peut étre un moyen de réduire 1’incidence de 1’obésité et les
maladies qui lui sont associées. Or, les polysaccharides comme les fibres alimentaires, sont des
substrats stimulant la sécrétion de GLP-1 et de PYY dans les cellules L de I’intestin via les
AGCC (320) (partie IV.1.2 et IV.2.1).
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Figure 32 : Mécanismes par lesquels les métabolites microbiens contrélent la néoglucogenese
intestinale et I'hnoméostasie énergétique via la diaphonie neuro-intestinale gastro-intestinale.
A) Digestion des protéines alimentaires entraine la libération de peptides dans la veine porte. Les
peptides se lient aux récepteurs MOR présents dans les afférents périportaux B) Impact des AGCC
sur la néoglucogenése intestinale via un mécanisme piloté par ' AMPc ou via I’activation du systéme
nerveux central par FFAR3 (GPR41). C) Pendant la période post-absorptive (a jeun), les acides
aminés dérivés des protéines alimentaires ou du propionate provenant des fibres alimentaires
peuvent servir de précurseur du glucose dans la gluconéogenése intestinale. Cette derniere (1)
favorise la libération de glucose dans la veine porte (2). Le glucose se lie au SGLT3 en tant
qu'agoniste (3), qui envoie un second message au cerveau pour diminuer la production de glucose
hépatique et initier diverses adaptations métaboliques (378)
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En effet, sur les cellules de cblon humaines et murines, une augmentation de la sécrétion
de GLP-1 et de PYY est observée en présence d’AGCC (267,375,376). Cet effet passerait par
I’activation de GPR (41 et 43) qui sont eux aussi localisés dans des cellules L du c6lon (320).
En effet des études in vivo et in vitro ont mis en évidence qu’un KO de GPR41 et 43 atténuait
la sécrétion de GLP-1et PYY (267,281,375,376). Plus globalement, une réduction de la motilité
colique et du temps de transit intestinal a été démontré par Cherbut et coll. sur des rats suite &
une infusion intracolique d’AGCC (377), ce qui pourrait s’expliquer par les mécanismes
régulateurs présentés ci-dessus.

Ainsi, ces études in vitro et in vivo suggeérent un effet des AGCC sur la sécrétion des

hormones satiétogénes via une signalisation mettant en jeu les récepteurs GRP41 et GRP43.

IV.3. 2. AGCC et Néoglucogenese intestinale

Jusqu’alors, le foie et dans une moindre mesure les reins étaient connus comme étant les
sites prépondérants de la néoglucogenese. Des études plus récentes sur rongeurs décrites par le
groupe de Mithieux et coll. ont mis en évidence I’existence d’une néoglucogenése intestinale a
jeun. Cette néoglucogenese serait réalisée et/ou activée a partir des AGCC, en particulier le
propionate, le butyrate (378) ainsi que d’autres molécules issues de la dégradation des fibres
dans le célon comme le succinate (379).

Contrairement au propionate, le butyrate ne serait pas utilisé comme substrat de la
néoglucogeneése. De Vadder et al suggérent un effet du butyrate sur les génes de régulation de
la néoglucogenese intestinale via I’augmentation des concentrations d’AMPc. Or les récepteurs
aux AGCC sont connus pour inhiber I’activation de 1’adénylate cyclase, réduisant par la suite
les concentrations de I’AMPc. Les niveaux de glucose produits par I’intestin par
néoglucogeneése a jeun seraient ensuite détectés par des récepteurs situés au niveau de la veine
porte, qui relaieraient le message au cerveau afin d’augmenter la sensation de satiété et réduire
la prise alimentaire mais aussi de réduire la production de glucose hépatique (378,380) (Figure
32).

Cette théorie mettant en jeu la néoglucogenese intestinale comme déterminante dans la
régulation du comportement alimentaire, le métabolisme énergétique corporel et I’insulino-
sensibilité reste néanmoins a confirmer car plusieurs auteurs ont mis en évidence par exemple
une faible activité de néoglucogenése a partir du galactose dans 1’intestin du porcelet de 2 jours
(381) ou une absence de néoglucogenese intestinale chez le rat a partir de la glutamine apreés 72
heure de jelne (382). Des erreurs de mesure sur des faibles différences artérioveineuse de

concentrations en glucose et d’enrichissements ont été par ailleurs évoquées pour expliquer
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cette « apparente » néoglucogenese intestinale (383).

IV.3. 3. Impact des AGCC sur I’Inflammation et Immunité intestinales

L'inflammation chronique est un facteur de risque bien établi du cancer colorectal (CCR)
mais aussi de nombreuses dérives/pathologies métaboliques (diabéte, obésite, vieillissement
...) (384). L’inflammation chronique a également été associée a la présence de bactéries
pathogenes et des éléments microbiens commensaux (385), a une dyshiose bactérienne ou a une
baisse de la richesse du microbiote (386). Pour protéger les cellules épithéliales et I’organisme
des agents pathogénes, la muqueuse intestinale est recouverte d'une couche de mucus qui
contient des cellules immunitaires. Le mucus est constitué de différentes mucines, dont la
prédominante est la mucine épithéliale 2 (MUC?2). Il a été démontré que les fibres alimentaires
¢taient capables d’améliorer la fonction de la barriere intestinale, notamment en augmentant la
sécréetion de mucines (387,388).

Comme montré précédemment, les AGCC inhibent les HDAC dans de nombreuses
cellules, dont les colonocytes et les cellules immunitaires de la muqueuse, régulant ainsi
I'expression des genes dans ces cellules. L'inhibition des HDAC entraine la suppression du
facteur de transcription nucléaire NF-KB influencant ainsi la transcription des genes associés a
l'inflammation (TNFa, IL-6, IL-8) (374). Des études in vitro ont montré que les AGCC peuvent
moduler directement la signalisation du récepteur Toll-like 4 (TLR-4), réprimant ainsi la
production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-12) et augmentant la production
de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. Ceci est accompagné par une réduction de l'infiltration
de leucocytes dans la muqueuse colique, limitant ainsi directement la réponse immunitaire
(389,390). L’inhibition des HDAC par les AGCC, en particulier butyrate et propionate, conduit
a une activation de la différentiation mucosale des cellules T régulatrices (Trég). Les cellules
Trég stimulent la transcription du géene FOXP3, jouant un réle anti-inflammatoire en stimulant
la production de I’IL-10 (391). De plus il a été observé in vitro, sur des cellules murines et
humaines, que les AGCC favorisent la réponse immune via la différentiation des cellules B en
plasmocytes productrices d’anticorps. La méme étude a également montré que les AGCC, en
stimulant le métabolisme énergétique, permettent la production d'énergie nécessaire a la
production d'anticorps (392) (Figure 33).

En deuxiéme lieu, les AGCC impactent sur I’inflammation et la réponse immune par
signalisation via les récepteurs GPR41, GPR43 et GPR109a. Ceci a &té demontré en utilisant
des modéles de souris KO pour ces deux récepteurs (393). Une invalidation de GPR43, chez

des souris, se traduit par une forte présence de cellules inflammatoires au niveau du c6lon
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Figure 33 : Mécanisme d'action des AGCC sur la réduction de I'inflammation et
I'augmentation de la réponse immunitaire via P’inhibition des HDACs ou la
stimulation des GPRs. Ac, anticorps; LTrég, lymphocyte T régulateur; LB,
Lymphocyte B ; TLR4, Toll Like Receptor 4 ; TNFa, facteur de nécrose tumorale (319,
350)
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compare au souris témoins (394).

L’un des éléments explicatifs de cette augmentation de 1’inflammation colique est
I’inhibition des cellules Régulatrices (Trég), productrices de molécules anti-inflammatoires
(IL-10, FOXP3, TGFB...) (395). Des études in vitro, ont montré que la signalisation Gpr109a
favorise également une réponse anti-inflammatoire dans les macrophages et les cellules
dendritiques du cblon et permettait une induction de la différenciation des cellules Trég et des
cellules T productrices d'lIL-10 (367). De plus cette méme signalisation permet aussi d’inhiber
I'activation de NF-kB dans les lignées cellulaires cancéreuses humaines, ce qui favorise
I’expression de genes régulant 1’apoptose ou I’immunité (396) (Figure 33).

En résumé, dans le tube digestif distal, les AGCC peuvent pénétrer dans les cellules par
transport passif ou par transport a diffusion facilitée et agir comme source d'énergie ou en tant
qu’inhibiteur des HDAC (partie IV. 2. 2). Le butyrate et le propionate luminal exercent des
effets anti-inflammatoires via les GPR41, 43 et 109a ou l'inhibition des HDAC (320,393). Les
AGCC peuvent également agir sur d'autres sites intestinaux, comme les cellules immunitaires
de la lamina propria, ou elles réduisent I'inflammation et la tumorogénese. La réponse
immunitaire peut étre aussi améliorée via I’utilisation des AGCC comme substrats énergétiques
par les cellules immunitaires afin de produire de 1’énergie nécessaire a leur différentiation

cellulaire.

IV. 4. Impact des AGCC sur le foie

Le foie est l'un des tissus cible majeur de la suralimentation et des régimes
hyperlipidiques, hypersucrés, qui peuvent aboutir in fine au développement d'une stéatose
hépatique non alcoolique. Cette stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation
ectopique de lipides dans le foie, est fortement liée a 1’installation d’une résistance a 1’insuline
et associée a une diminution de la B-oxydation des lipides, d’une augmentation de leur stockage
et d’une augmentation de 1’¢tat inflammatoire (398). En situation normale, lorsque 1’afflux de
lipides vers le foie augmente, plusieurs facteurs de transcription sont activés dont les récepteurs
activés par les proliférateurs de péroxysomes (PPARS), les protéines de liaison a un élément
régulateur de stérol (SREBP1-c), les récepteurs nucléaires des oxystérols (LXR (Liver X
recepteur)), PGC-1a (PPAR-y co-activateur 1a) (398—400).

Alors que la consommation sur le long terme de régimes hypercaloriques favorise
I’occurrence de la stéatose hépatique, la consommation d’un régime supplémenté en fibres
alimentaires ou en AGCC, chez des rongeur, conduit a une réduction de la teneur en lipides
(cholestérol total, estérifié et TG) au niveau hépatique (170,401-405). Les AGCC, présents
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Figure 34 : Régulation hépatique de I'homéostasie glucidique et lipidique par les AGCC dans
le foie. AG, acides gras ; AGCC, acide gras a chaine courte; AKT, protéine kinase B ; AMP,
Adénosine monophosphate; ATP, adénosine triphosphate; Cyp7a, Cholestérol 7-alpha
hydroxylase ; FABP, protéine fixant les acides gras ; FAS, synthase d'acides gras ; FXR, récepteur
Farnesoid X ; LXR, recepteur X du foie ; NF-kB, facteur nucléaire kappa B ; NRF2, Facteur
nucléaire érythroide 2 ; pAMPK, Phospho AMP kinase ; PI3K, Phosphoinositide 3-kinase ; PGC-
lo, PPARy Coactivateur 1a ; PPAR, Récepteur activé par les proliférateurs de péroxysomes;
UCP1, Protéine découplante ; ROS, espéces réactives de l'oxygéne ; SCD1, Stéaroyl-CoA
désaturase-1 ; SREBP, Protéine de liaison a un élément régulateur de stérol ; TG, triglycéride ;
TNF, Facteur de nécrose tumorale ; (345, 360)
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en veine porte pourront a la fois étre utilisés comme substrats énergétique dans le foie et jouer
un role signal dans la régulation de I’homéostase énergétique.

Concernant le devenir métabolique des AGCC dans le foie, il a été montré (partie 1V. 1)
que la proportion relative en acétate, propionate et butyrate variait entre la veine porte (vaisseau
afférent du foie) et la veine sus-hépatique (vaisseau efferent du foie), passant de 77/15/8 a
89/6/5 respectivement pour les trois AGCC. Ceci s’explique par une utilisation hépatique
importante du propionate qui est dirigé essentiellement vers la néoglucogeneése (352,406,407).
Le propionate, capté par le foie, est converti en propionyl-CoA et entre dans le cycle de Krebs
au niveau de la succinyl-CoA. Cela conduit a une élévation des taux d'oxaloacétate converti
ensuite en glucose (352). L’ acétate est également capté par le foie mais est également émis en
quantités importantes vers les tissus périphériques. Il est utilisé essentiellement dans la
lipogenése, notamment au niveau hépatique (comme montré sur des études utilisant du *3C
acetate) (361).

Les AGCC jouent également un réle signal dans la régulation des voies dans lesquels ils
sont métaboliquement impliqués dans le foie, et notamment sur le métabolisme lipidique en
inhibant la lipogenése (408). Le propionate n’est pas le seul AGCC pouvant inhiber la
lipogenese. Des études récentes ont validé que la supplémentation alimentaire d’acétate ou de
butyrate stimulait la B-oxydation des lipides, via ’augmentation de 1’expression de plusieurs
génes dont PPARa, PGC-1a, FABP (Protéine liant les acides gras) ou CPT1 et 2 (Carnitine
palmitoyltransferase). A I’inverse, il a été observé une inhibition de I’expression des geénes
rentrant en jeu dans la lipogenése et I’accumulation lipidique, a I’instar de SREBP-1c¢, ChREBP,
FAS ou SCD1 (409-411). Ces effets semblent mettre en jeu ’AMPK et son degré de
phosphorylation car des études sur rongeurs ont montré que la consommation de régime
obésogene supplémenté soit avec des probiotiques soit des AGCC permettait d’atténuer les
effets déléteres du régime obésogeéne via une activation de I’AMPK, une amélioration de la
sensibilité a I’insuline (PI3K, AKT) et une réduction du stress oxydant et des marqueurs de
I’inflammation (TNFa, IL-6, NF-kB, ROS) par NRF2 (408,411-414). La phosphorylation de
I’AMPK pourrait étre liée a une activation des récepteurs GPR41 et 43 sauf que leur expression
au niveau hépatique est tres faible pour que les effets observés puissent étre associés
uniquement au GPRs (415,416). Un mécanisme alternatif serait une augmentation du ratio
AMP/ATP qui activerait I’AMPK qui elle-méme induirait une cascade de genes impliqués dans

I’activation de la B-oxydation et I’inhibition de la lipogenése (Figure 34).
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Bien que I’activation de la voie de I’AMPK par les AGCC, au niveau hépatique, ait été
bien étudiée dans la littérature, d’autres voies métaboliques impactées par les AGCC, comme
la régulation des HDACs, reste a éclaircir. Des études in vitro, sur des cellules de foie
stéatosées, montrent une réduction de I’expression des HDACs de Classe I (Hdac 1), Classe 11
(Hdac 7, 9, 10), Classe IV (Hdac 11) et réduction de I'expression du géne de HDAC3 de la
classe | (417,418). De plus s’associe a cette dérégulation des HDAC une augmentation de
I’expression des génes de la lipogenése, comme SREBP-1c, ChREBP, FASn ou SCD1
(417,418). En revanche des études in vitro ont mis en évidence que le butyrate inhibait
I’expression de ’HDAC3, et stimulait par la suite I’expression des genes du transport des
lipides dans le foie et de leur oxydation (PPARa, CPT1, FABP) (419,420). La régulation de
I'expression hépatique des HDACSs par les AGCC joue probablement un role majeur dans la
stéatose hépatique en impactant la lipogenése et la B-oxydation des acides gras. Cet effet des
AGCCs sur la régulation de I’homéostasie lipidique du foie via les HDACs reste a approfondir,
étant donné le peu d’études réalisées dans la littérature.

Schématiquement, le devenir métabolique des molécules de propionate dans le foie est
la néoglucogenése alors que le butyrate et 1’acétate est la lipogenése. L’acétate et le butyrate en
particulier semblent également jouer un réle régulateur majeur, en passant par une voie AMPK
dépendante ou par une régulation des HDAC. Le r6le des GPRs et leur intéraction avec les
AGCC dans la régulation de ’homéostasie énergétique hépatique par les AGCC, s’il est avéré,

a un réle probablement mineur (Figure 34).

IV. 5. Impact des AGCC sur le muscle

Le muscle squelettique est I'un des tissus les plus sensibles a I'insuline et régulateur de la
glycémie, notamment en utilisant le glucose plasmatique pour son propre métabolisme. En cas
d'obésité ou de DT2, les voies d’utilisation des lipides et du glucose et notamment la B-
oxydation sont perturbées, le muscle étant incapable d’adapter le niveau d’oxydation des lipides
a I’apport, entrainant de ce fait une accumulation de lipides dans le muscle squelettique. Ceci
est associé a une réduction de I’expression des génes impliqués dans le metabolisme oxydatif
(421). La suralimentation a également été associée a la génération d'especes réactives de
I'oxygéne (ROS) par les mitochondries, qui peuvent également interférer avec les voies de
signalisation de l'insuline. A I’inverse, 1’activation de I’expression de PPARa via PGC-1a, a
été associée a une augmentation de la capacité oxydative du muscle squelettique et a une

amélioration de I’insulinorésistance (400) (Figure 35).
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Figure 35 : Régulation du métabolisme énergetique musculaire par les AGCC et les hormones
digestives. AGCC, acide gras a chaine courte ; AMP, Adénosine monophosphate ; ATP, Adénosine
triphosphate ; pAMPK, phospho AMP kinase ; GLP, Glucagon-like peptide ; PGC-1a, PPARy
Coactivateur la ; PPAR, récepteurs activés par Proliférateur de Péroxisome, ; PYY, Peptide YY ;

(345, 360)
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Le muscle étant un tissu périphérique, le profil en AGCC est fortement modifié par
rapport & celui mesuré dans le lumen du tube digestif et est trés en faveur de I’acétate qui pourra
étre utilisé comme nutriment énergétique (B-oxydation ou lipogenése). Concernant 1’effet des
AGCC sur les voies métaboliques musculaires, des injections d’acétate ou des
supplémentations alimentaires en butyrate ou en acétate chez des rats obéses ont des impacts a
la fois sur les voies du métabolisme du glucose et des lipides (422—-424). Concernant le glucose,
la consommation d’un régime supplémenté en acétate a permis d’augmenter le captage du
glucose (GLUT4) et d’inhiber la glycolyse par suppression de 1'activité phosphofructokinase-1
(PFK1), orientant ainsi le glucose vers le stockage sous forme de glycogéne (424). Concernant
I’oxydation des lipides et le métabolisme mitochondrial, une supplémentation en butyrate, dans
cadre d’une alimentation obésogeéne, altére le profil métabolique des fibres musculaires en
augmentant la proportion de fibres musculaire oxydatives et cette stimulation de la B-oxydation
musculaire passerait par I’activation de I’AMPK relayée ensuite par les facteurs de transcription
PGC-1a, PPARS et une stimulation de la transcription de CPT1 (423,425) (Figure 35). Bien
que I’expression des GPR 41 et 43 soit retrouvée au niveau musculaire, et pourrait expliquer
les effets métaboliques retrouvés sur 1’activité oxydative musculaire, les données manquent sur
d’autres mécanismes potentiels de régulation directs de ces voies métaboliques par les AGCC
(ex : la régulation des HDAC).

Les AGCC, par leur action au niveau digestif, peuvent également avoir un impact indirect
sur le muscle. En effet, il a été vu précédemment que les AGCC présents dans le lumen intestinal
stimulent la libération plasmatique de peptides (GLP-1 et PYY) satiétogenes insulino-
sensibilisateurs. Il a été recemment démontré chez les rongeurs que le GLP-1 favorisait la
microvascularisation musculaire augmentant ainsi 1’utilisation du glucose et la signalisation a
I’insuline (426). Une activation de la signalisation de I’insuline, plus particuliérement les voies
en aval de la PI3K, stimule I'absorption du glucose via I’augmentation des taux de la protéine
GLUT4 (427). Comme GLP1, PYY synthétisé par les cellules intestinales est capable de
stimuler le captage du glucose plasmatique via une augmentation de la sensibilité a 1’insuline
des tissus musculaires (428-430), de plus il inhibe la lipogenése via une baisse de 1’expression
de la FASh (en anglais Fatty acid synthase) (431). Ces mécanismes d’actions médiés par GLP-
1 et PYY sont associés fortement a la signalisation de I’insuline au niveau cellulaire et

participent donc a I’effet bénéfique des AGCC sur le métabolisme musculaire (Figure 35).
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Figure 36 : Role des AGCC dans la regulation de I'homeostasie énergétique et
inflammatoire dans les tissus adipeux blanc et brun.

AC, adénylate cyclase ; AGCC, acide gras a chaine courte; AG, acides gras ; AKT, tyrosine
kinase ; AMPc, Adénosine monophosphate cyclique ; ANGPTL4, angiopoietine like 4 ;
ATP, Adénosine triphosphate ; HSL, lipase hormonosensibles ; IRS, Substrat du récepteur
d'insuline ; LPL, lipoprotéine lipase ; PI3K, Phosphoinositide 3-kinase ; PKA, AMPc
protéine kinase ; PKC, protéine kinase C ; PLC, phospholipase C ; PTEN, Homologation de
la phosphatase et de la tensine ; Phosphoinositide 3-kinase ; PIP3, Phosphatidylinositol
triphosphate ; PGC-1a, PPARy Coactivateur 1a ; PPAR, récepteurs activés par Proliferateur
de Peroxisome ; UCP1, Protéine découplante ; TG, triglycéride (345, 360, 437)
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V. 6. Impact des AGCC sur le tissu adipeux

Le tissu adipeux est le principal site de stockage de I'énergie excédentaire sous forme de
triglycérides. Il est constitué de plusieurs types de cellules, notamment des adipocytes, des pré
adipocytes, des cellules endothéliales et des cellules immunitaires. Lors de la consommation
d’un régime obésogeéne, le tissu adipeux va jouer dans un premier temps un réle tampon,
permettant de stocker l'excés d'énergie sous forme de triglycérides dans les gouttelettes
lipidiques des adipocytes (398). Dans des situations de demande d’énergie (jeune, activité
sportive) les triglycérides adipocytaires sont libérés sous forme d’acides gras non estérifiés
(AGNE) dans la circulation pour une utilisation par les tissus cibles. Cependant, une présence
de fortes concentrations AGNE (et sur des durées longues) dans la circulation sanguine conduit
a des perturbations métaboliques et la mise en place de phénomeénes de résistance a I'insuline
(398). La consommation de régime hypocalorique, ainsi que la consommation de fibres
alimentaires, permettent de réduire les taux de lipides circulants et d’améliorer 1’insulino-
sensibilité, limitant ainsi I’apparition des maladies. Les AGCC issus des fibres alimentaires
peuvent agir plus ou moins directement pour induire ces effets sur la lipémie.

Des études in vivo sur rongeurs et homme ont pu mettre en évidence qu’une
administration orale, une perfusion rectale ou intraveineuse d’AGCC (acétate et propionate)
réduisait le taux de TG circulant en augmentant 1’expression de la lipoprotéine lipase (c’est-a-
dire en augmentant la lipolyse intravasculaire) (432,433). Néanmoins, les données sur la
lipoprotéine lipase (LPL) seule ne suffisent pas, car I’enzyme peut étre inhibée par
I’angiopoietine protéine 4 (angptl4) dont il a été montré, sur le foie et I’intestin, qu’elle
répondait in vitro au propionate et butyrate (inhibition) (434,435) mais dont la réponse aux
AGCC est mal connue dans le tissu adipeux. In vitro, et au sein méme des adipocytes, il a été
également mis en évidence par plusieurs études que les AGCCs (acétate et propionate en
particulier) favorisaient la différenciation cellulaire des préadipocytes en adipocytes,
réduisaient I’activité lipolytique intracellulaire via une diminution de I’activité de la lipase
hormonosensible (HSL) et favorisaient 1’abiogenése par une stimulation du facteur de
transcription PPARy (436,437) (Figure 36). La réduction de la lipolyse adipocytaire serait
également associée a une augmentation des concentrations plasmatiques de leptine et de
glycérol. Ces effets d’inhibition de la lipolyse intracellulaire passeraient principalement par
I’activation des récepteurs GPR en particulier GPR43. Cet effet observé sur le tissu adipeux
blanc est différent dans le tissu adipeux brun car I’activation des GPR43 par les AGCC

favoriserait notamment 1’oxydation et la dépense énergétique dans le tissu adipeux brun (PGC-
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la et UCP1) (423,438,439). Les cibles des AGCC dépendraient donc de la nature des tissus
adipeux. L’ensemble des mécanismes cités ci-dessus laissent penser que les lipides devraient
s’accumuler dans le tissu adipeux blanc (a la différence du tissu adipeux brun qui oxyde les
lipides), ce qui suggeérerait que le tissu adipeux jouerait un réle tampon de stockage des
nutriments énergétiques en exces sous forme de lipides (346).

Néanmoins, I'impact des AGCC sur I’accumulation des lipides dans le tissu adipeux
blanc, et notamment le réle des GPRs, n’est pas aussi clair. Tout d’abord, certaines études
montrent que la supplémentation en AGCC peut limiter I’adiposité au sens large (423). De plus,
les études sur souris KO pour GPR43 sont contradictoires : Kimura et coll. (2013) montrent que
des souris GPR43-/- sont plus obéses que les souris « wild type » quand nourries avec un régime
obésogene (sous-entendu que la stimulation de GPR43 limite I’accumulation de lipides) (439).
A T’inverse, les souris GPR43 -/- nourries avec le méme régime par Bjursell et coll. (2011)
présentent une masse graisseuse inférieure (mais sans effets sur le tissu adipeux blanc) (440).
Le KO total réalisé dans ces deux études citées ci-dessus pourrait néanmoins étre un biais et
éliminer toutes les régulations croisées entre les tissus et organes, notamment les tissus
présentant également GPR43 : I’intestin, le foie, le cerveau.

Pour résumer, les études concordent pour montrer que les AGCC ont la capacité d’inhiber
la lipolyse intracellulaire via une réduction de 1’activit¢ de I’HSL. L’effet des AGCC sur la
lipolyse extracellulaire reste mal connu méme s’il n’est pas a exclure. Il est également bien
montré que les AGCC agissent de maniere différente dans le tissu adipeux brun ou le tissu
adipeux blanc. Dans les adipocytes bruns, les AGCC stimuleraient 1’oxydation des acides gras
et la dépense énergétique (via PGC-1a, UCP1), tandis que le tissu adipeux blanc va jouer un
role tampon en favorisant le stockage ectopique des lipides (via LPL, HSL, PPARY). Le role du
tissu adipeux blanc comme « tampon » permettant de protéger ou non les autres tissus d’un
afflux trop important de lipides reste néanmoins un point a investiguer, en particulier du fait
des resultats contradictoires obtenus dans la littérature sur les animaux GRP43 -/-. Plus
généralement, le role global de GPR43 dans la régulation du stockage des lipides dans le tissu

adipeux blanc mériterait une investigation plus approfondie.
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Figure 37 : Résumé des principaux effets métaboliques des AGCCs (acétate, propionate et
butyrate) sur le célon et les tissus périphériques (foie, muscle squelettique, tissus adipeux
et cerveau). AG, acides gras; TA, tissu adipeux, POMC, pro-opiomélanocortine, NPY,
Neuropeptide Y, AGRP, proteine agouti
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IV. 7. AGCC et régulation intégrée du métabolisme

Les AGCC se caractérisent donc par leur capacité a agir sur les métabolismes tissulaires
via de nombreux mécanismes : tout d’abord en tant que nutriment énergétique, mais aussi en
tant que signal (via des récepteurs ou sur les HDACs régulant I’acétylation de I’ADN). Ils se
caractérisent également par des effets différents selon la cible tissulaire (célon, foie, muscle,
tissus adipeux, cerveau...). L’ensemble des effets tissulaires des AGCC sont résumés sur la

Figure 37.
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Figure 38 : La démarche expérimentale permettant de suivre DP’impact de la
supplémentation en fibres alimentaires depuis I'intestin jusqu'aux tissus periphériques
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I. Contexte général appliqué a la question de recherche abordée

Alors que I’obésité progresse dans de nombreux pays industrialisés dont la France, les
politiques de santé préconisent une augmentation de 1’ingestion d’aliments riches en fibres
comme un des moyens de limiter son occurrence et celle des pathologies associées. Parmi les
stratégies capables de favoriser 1’ingestion de fibres alimentaires, 1’optimisation et mise a
disposition d’aliments enrichis en fibres est une des options possibles. Il convient, dans ce cas,
de réaliser des produits dans lesquels les fibres sont choisies comme étant potentiellement
efficaces pour améliorer la santé, sans pour autant avoir d’effet délétere, et de vérifier qu’a des
quantités ingérees raisonnables, cet effet est averé. Concernant le choix de la nature des fibres
potentiellement efficaces, il semblerait que les fibres fermentescibles, notamment via les
métabolites générés lors de leur dégradation par le microbiote colique, soient capables de
favoriser 1’insulino-sensibilité et par la méme de limiter ’occurrence de nombreuses
pathologies nutri-induites (partie bibliographique).

Or, si I’ingestion quotidienne de fibres au sens large ou de certaines catégories de fibres
en particulier est corrélée positivement avec un poids corporel plus faible, une insulino-
sensibilité accrue et moins de diabéte, I’impact d’une supplémentation en fibres dans le cadre
d’un régime par ailleurs obésogéne reste mal connu. Ainsi, I’objectif de mon travail de thése a
été de déterminer si, en situation de surnutrition chronique (2 mois), une supplémentation
en un mélange de fibres fermentescibles spécifiques (inclues dans un aliment de
consommation courante) était capable de limiter apparition des désordres métaboliques

associés au developpement de I’obésité.

I1. Originalité du travail de recherche et de ’approche utilisée

Pour déterminer I’'impact des fibres alimentaires fermentescibles sur les métabolismes
énergético-protéiques et leur régulation, outre des mesures globales (évolution du poids des
animaux, paramétres plasmatiques périphériques classiques (insuline, glucose, HOMA .....)),
nous avons trouvé pertinent de décortiquer I’effet des fibres depuis leur dégradation dans le
cblon en AGCC et autres molécules, jusqu’a I’impact/I’utilisation de ces molécules/métabolites
au niveau intestinal, hépatique et périphérique. En effet, les métabolites (dont les AGCC)
produits dans le cblon a partir des fibres fermentescibles sont utilisés dans 1’épithélium
intestinal (cas du butyrate) et le foie (cas du propionate pour la néoglucogenése) et sont peu

présents dans le sang artériel.
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Figure 39 : Schéma récapitulatif des analyses réalisées ou qui seront réalisees, ainsi que leur stratégie de valorisation. AA, acides
aminés ; AGNE, acides gras non estérifiés ; AGCC, Acides gras a chaine courte ; AG, acides gras ; Ala, alanine ; C, régime témoin ; CT,
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cholestérol ; leu, leucine ; O, régime en surnutrition ; O+F, régime en surnutrition supplémenté en fibres alimentaires ; TG, triglycerides



L’originalité du travail consiste donc a utiliser une approche intégrée visant a
suivre les métabolites issus de la digestion des aliments expérimentaux (en incluant les
AGCC produits dans le colon a partir des fibres), a quantifier I’apparition des métabolites
en veine porte, leur utilisation par le foie, et leur biodisponibilité pour les tissus
périphériques. Ainsi I’effet des fibres alimentaires utilisées dans I’étude est analysé au
niveau de ’organisme entier, au niveau des tissus mais aussi niveau des échanges de
nutriments et signaux entre ces tissus.

Pour aborder cette question a tous ces niveaux physiologiques et métaboliques, nous
avons utilisé le modele de mini-porc multicathétérisé en surnutrition, mis au point récemment
dans I’équipe (9,10,441). Il a été choisi car il permet de mesurer en temps réel et de maniere
répétée dans le temps (cinétiques post prandiales et adaptations aux régimes), I’impact d’une
stratégie nutritionnelle sur les flux nets de nutriments et métabolites dans des tissus comme
I’intestin ou le foie a la fois a 1’état a jeun et nourri. Ces mesures de flux de nutriments sont
complémentaires d’analyses de capacités d’utilisation métabolique des nutriments par les tissus.
Celles-ci sont réalisées sur les tissus collectes apres sacrifice des animaux et ont pour objectif
de conforter des hypotheses sur 1’utilisation des nutriments dans les divers tissus et organes et
les voies métaboliques potentiellement impliquées et régulées (Figure 38). Enfin, la
composition du microbiote et son activité métabolique ont été également prévues par
métagénomique sur prélevement de fécés (Collaboration avec Métagénopolis, J Doré) et
analyse des métabolites présents dans les eaux fécales (Plateforme d’Exploration du
Métabolisme, UNH, E Pujos Guillot et Unité MEDIS INRA, A Bernalier-Donadille) (Figure
39)

Cette approche permet, chez des animaux nourris avec un régime obésogéne
supplémenté ou non en fibres :

1/ d’apporter des données quantitatives de I’évolution relative des flux de
nutriments au niveau de ’intestin et du foie et donc de ce qui sera biodisponible pour les
tissus périphériques sur les deux mois d’adaptation aux régimes expérimentaux

2/ d’émettre des hypotheses explicatives concernant les variations de flux
mesurées dans I’intestin, le foie et les tissus périphériques (muscle et tissu adipeux) via des

techniques de biologie moléculaire et protéomique.
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I11. Stratégie expérimentale

I11. 1. Choix des fibres et réalisation du pain expérimental

Préalablement a 1’étude in vivo de I’'impact d’une supplémentation en un aliment riche
en fibres fermentescibles sur la santé, il était nécessaire de réaliser un aliment expérimental
enrichi en fibres alimentaires. Ce travail a été réalisé au printemps-été 2015, c’est-a-dire juste
avant mon arrivée dans 1’équipe en Décembre 2015.

Le choix du pain a été motivé par le fait que le pain est, comme précisé dans la partie
bibliographique, un des aliments vecteurs naturels de fibres (sauf si réalisé avec des farines trés
raffinées) et qui reste consomme en quantité importante (autour de 60 kg par an et par personne,
soit un peu plus de 150 g par jour) par une fraction large de la population.

Concernent le choix des fibres, les collaborateurs du projet regroupaient les
compétences complémentaires nécessaires au choix des fibres utilisées puis a la réalisation du
pain expérimental (et les contraintes techniques associées a sa fabrication).

-G Della Valle, H Chiron, S Arufe et L Saulnier : Unité Biopolymeres Intéractions et
Assemblages (BIA), Nantes : Spécialistes de la caractérissation de I’ensemble des phénoménes
physicochimiques intervenant dans la panification et en parallele des contraintes
technologiques associées a la fabrication du pain.

- J Doré : Metagénopolis (Jouy en Josas) : spécialiste du microbiote et notamment de
I’impact de la nutrition sur la diversité et la composition du microbiote intestinal.

- | Savary-Auzeloux, S Polakof et D Rémond : Unité de Nutrition Humaine (Clermont
Ferrand)

- Société Cargill® : fournisseur d’ingrédients pour 1’industrie de 1’agroalimentaire, et

notamment des fibres alimentaires

I11. 1. 1. Choix des fibres

Les critéres majeurs retenus pour le choix des fibres étaient les suivants :

- Utilisation de fibres fermentescibles. L’utilisation des fibres fermentescibles avait
pour objectif d’orienter la composition du microbiote vers une plus grande diversité et un profil
bactérien associé a un état plus insulino-sensible (442). Les fibres fermentescibles générent
également des acides gras a chaine courte et métabolites capables d’impacter favorablement sur
le métabolisme énergétique et la sensibilité a I’insuline (cf. revue bibliographique).

-L’utilisation d’un mélange de fibres ou d’une fibre seule s’est basée sur 1’hypothése

qu’un mélange de fibres était plus a méme de stimuler le métabolisme d’un nombre plus
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important de phyla bactérien, de génerer une plus grande variété de métabolites utilisables par
I’ensemble de 1’écosystéme microbien et in fine de favoriser ainsi la diversité et ’activité de
I’ensemble de cet écosystéme.

La stratégie préalable étant fixée, nous avons selectionné dans le portfolio proposé par
Cargill, impliqué dans le projet, des fibres les plus susceptibles de répondre a notre cahier des
charges.

Cette premiere étape a conduit & sélectionner trois types de fibres : I’inuline & courte
chaine (Oliggo-Fiber inulin instant, extraite de racine de chicorée, DP<10), la pectine
(Unipectin A100 (high methoxyl pectin) obtenue a partir de citron), un amidon résistant
(Actistar 11700 : maltodextrines obtenues a partir du tapioca apres traitement enzymatique ;
Les fractions résistantes sont des cristaux d’amylose rétrogradées : 50% de I’amidon de

I’ Actistar est résistant).

I11. 1. 2. Optimisation du pain enrichi en fibres fermentescibles

Le choix des fibres réalisé, il était ensuite nécessaire de déterminer d’une part les
proportions de chaque type de fibres utilisées dans le mélange et de déterminer la quantité
maximale de fibres incorporables dans le pain pour que celui-ci présente des caractéristiques
rhéologiques et gustatives acceptables pour le consommateur. L objectif était d’incorporer une
quantité suffisamment importante de fibres dans le pain pour espérer observer un effet santé

significatif avec I’ingestion d’une quantité de pain raisonnable en pratique.

L’intégration de fibres alimentaires fermentescibles en quantités significatives dans un
pain nécessite des optimisations techniques. En effet, comme précisé dans la partie
bibliographique, les pectines, inulines et amidons résistants présentent des caractéristiques
physicochimiques spécifiques (capacités d’hydratation (viscosité), solubilité) dont nous avons
vu qu’elles avaient un impact sur la composition physicochimique du bol alimentaire et de sa
digestion. Ces caractéristiques ont évidemment également un impact sur les caractéristiques
mécaniques et rhéologiques de la pate a pain (élasticité, collant), sur la fermentation par les
levures, le gonflement du pain et enfin sur le comportement de la matrice obtenue au cours de

la cuisson.
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AN00

% de substitution 28,6% 23,1% 16,7% 9,1% 0%
dans la matiére
seche

Figure 40 : Images de tranches de pains obtenues suite a la substitution de la farine
par un mélange de fibres fermentescibles (amidon résistant (60%), pectine (20%) et
inuline (20%)) en quantités variant de 0% (pain témoin) a 28,6% de substitution
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L’optimisation de pains expérimentaux enrichis en un mélange de fibres telles que
choisies dans le projet (solubles pour certaines, fermentescibles pour toutes) n’avait jamais été
réalisée, elle a donc fait I’objet d’une publication (443) dans laquelle 13 types de formulation
ont eté testées. Les ratios entre chacune des trois fibres ainsi que la quantité totale de fibres
substituées dans la farine étaient modulés et les conséquences sur de nombreuses

caractéristiques physicochimiques de la pate et du pain mesurées.

La conclusion générale de ce travail est que la substitution de 23% de la farine par
un mélange d’amidon résistant, pectine et inuline en proportion (60 :20 :20) permettait
d’obtenir un pain de densité globalement similaire a celle d’un pain témoin sans fibres
ajoutées (Figure 40). Les caractéristiques gustatives étaient a priori également acceptables
pour le consommateur méme si aucune étude n’a été réalisée par un jury de dégustation (mais

I’ensemble des collaborateurs du projet a gotité le pain...).

Cette etape préalable consistant en la mise au point du pain expérimental (contenant
23% de fibres dans la matiére séche) étant réalisée, il a ensuite été possible de passer a la
seconde étape du projet qui consistait en 1’étude nutritionnelle expérimentale in vivo chez le
mini-porc. Pour cela, plus de 150 kg de pain enrichi en fibres et 200 kg de pain témoin ont été
fabriqués par I’Unité BIA de Nantes. Le pain ainsi réalis¢ a été congelé¢ immédiatement et
transporté sous cette forme a Clermont Ferrand ou les portions nécessaires a 1’étude étaient
décongelées chaque jour. Une quantité plus importante de pain témoin a été fabriquée pour tenir
compte de la période d’habituation des animaux au pain (aliment inconnu pour les mini-porcs)

avant le début de 1’étude.

I11. 2. Réalisation de I’étude animale : régimes utilisés

Période d’adaptation : L.’ensemble des animaux recevaient, en début d’expérimentation,

un méme régime de base correspondant a 500 grammes par jour d’aliment pour porc
Porcyprima (Sanders) contenant 17% de protéines, 3,3% matiéres grasses, 5,5% cellulose, 5%
de cendres (régime témoin, T), le reste étant essentiellement de I’amidon. Cet apport alimentaire
correspond au besoin d’entretien des animaux qui se maintiennent donc a un poids constant au
cours de cette période. Du pain témoin leur était donné en petites quantités afin de les habituer
a ce nouvel aliment. A la fin de cette période d’adaptation, des cathéters en aorte (artére), veine
porte, veine sus hépatique, veine splénique et mésentérique (vaisseaux utilisés pour perfusion)
ont été chirurgicalement implantés. Les animaux ont ensuite eu une période de 2 semaines de

récupération post opératoire minimum avant I’entrée en expérimentation (Figure 39).
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Période expérimentale :

Il s’agit d’une période de surnutrition au cours de laquelle une quantité de 800 g/j
d’aliment est offerte par jour (+32% w/w par rapport a ce qu’ils avaient auparavant) aux mini-
porcs. L’aliment était composé de 1’aliment porc Porcyprima précédemment utilisé dans le
régime T mixé avec 10% (poids/poids) d’huile de palme et 10% (poids/poids) de saccharose. A
ces 800 g d’aliment étaient ajoutés soit 250 g de pain témoin (régime obésogéne, O), soit 250
g de pain supplémenté en fibres fermentescibles (régime obésogene + fibres, O+F). Les
animaux ingeraient donc la cellulose présente dans les 800g d’aliment obésogéne (environ 40
g de cellulose) + les fibres présentes dans le pain, et notamment les fibres fermentescibles

présentes dans le pain supplémenté pour les animaux O+F.

La durée d’absorption du régime expérimental était de 56 jours (2 mois) avec des points
de mesure de métabolites sanguins a jeun (jelne d’une nuit) et a 1’état nourri (de 30 minutes a

8h30 apres I’ingestion d’un repas).

- Des le 1°" jour d’adaptation aux régimes O ou O+F (D1)
- 14 jours apres le début de 1’adaptation aux régimes O ou O+F (D14)
- 56 jours apres le début de I’adaptation aux régimes O ou O+F (D56)

Avant D60, les animaux O et O+F ont été euthanasiés a jeun. Pour avoir une idée du
phénotype et de I’activité métabolique potentielle d’un animal a I’entretien, 6 animaux
(« minces ») nourris avec le régime témoin T ont également été euthanasiés a jeun, ce qui
correspond a I’état métabolique des animaux O et O+F & jeun a D1. L’ensemble du dispositif

expérimental est présenté en Figure 39.

Quantités de fibres ingérées :

Apres analyse de la littérature, il a ét€¢ décidé d’apporter une supplémentation en fibres
fermentescibles de 1’ordre de 20-30 grammes par jour afin de pouvoir visualiser un effet santé
bénéfique significatif. Si on se base sur un apport en pain de 250 grammes en 2 repas par jour
(125g par repas, 23% du mélange de fibres substituées a la farine, avec une proportion d’amidon
résistant dans 1’actistar de 50%), nous obtenons une supplémentation en fibres de 1’ordre de 25
grammes par jour (matiére seche des pains : 58% pour le pain témoin et 62% dans le pain fibres)
avec le pain supplémenté en fibres. La quantité de 250 grammes par jours de pain était bien
acceptée par nos mini-porcs alimentés en 2 repas (un repas le matin a 8h et un autre a 16h).
Cette quantit¢ peut également €tre considérée comme raisonnable dans le cadre d’une

éventuelle recommandation chez 1’homme.
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Ainsi, il est a noter que 1’apport de pain supplémenté en fibres correspond donc a 37% de
I’apport total de fibres dans I’alimentation. Néanmoins, il est également a noter que dans notre
étude, en termes d’apport en fibres totales, nous sommes au-dessus des ingérés moyens dans la

population frangaise (environ 20g), ce qui sera un des éléments discutés a la fin du document.

I11. 3. Organisation des résultats obtenus.

Les effets santé positifs observes dans le cas de cette étude chez le mini-porc ont été mis
en évidence sur le foie avec une plus faible accumulation de gouttelettes lipidiques chez les
animaux O+F relativement aux animaux O. Des effets spécifiqgues du régime O+F ont
également été observés sur le muscle avec des tailles de fibres musculaires globalement plus
petites chez les animaux O+F relativement a O, suggérant un impact des fibres fermentescibles
sur le métabolisme énergétique dans les tissus, notamment les tissus périphériques. Deux

publications ont donc été articulées autour de ces deux résultats majeurs.

La publication n°1 est donc focalisée sur le foie, avec une étude plus approfondie des
voies métaboliques potentiellement impliquées dans la moindre accumulation de lipides dans
le foie chez les animaux O+F. Bien que nous ayons mesuré les flux de nombreux métabolites
en entrée et sortie de foie, il n’est pas possible d’avoir une vision appropriée et globale des
échanges de lipides entre tissus par ces approches. En effet, une majorité des lipides est
transportée par les lipoprotéines et/ou les chylomicrons et non sous forme de molécules libres.
De plus I’absorption intestinale post prandiale des lipides se fait essentiellement non pas par la
veine porte mais par la lymphe qui véhicule les chylomicrons nouvellement synthétisés
directement en veine cave. Nous avons donc fait le choix d’utiliser d’autres méthodes pour
comprendre et expliquer les mécanismes métaboliques explicatifs de cette altération du
métabolisme lipidique hépatique chez nos animaux O+F : la biologie moléculaire (RT-gPCR
quantitative) et la protéomique, qui ne mesurent pas 1’activité réelle d’une voie métabolique
mais I’activité potentielle de certaines protéines (ou leurs genes) clés impliquées dans les voies

métaboliques majeures ou leur régulation.
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La publication n°2 s’est focalisée sur les tissus périphériques et notamment le muscle
qui présente un phénotype chez les animaux O+F, en termes de taille des fibres musculaires,
similaire & un animal « mince » (T) alors que la taille des fibres musculaires moyenne est
augmentée chez les animaux obéses (O). La réponse du métabolisme musculaire (et adipeux) a
la supplémentation en fibres est analysée a la fois au niveau des tissus eux-mémes (par RT-
qPCR quantitative) mais aussi en relation avec les tissus de 1’aire splanchnique et la
biodisponibilité en nutriments dépendante de I’activité métabolique de I’aire splanchnique. Le
réle régulateur des acides gras a chaine courte au niveau périphérique est discuté tout

particuliérement.
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Publication N°1

A mix of dietary fermentable fibers improves lipids

handling by the liver of overfed minipigs

Ahmed Ben MOHAMED, Didier REMOND, Christophe CHAMBON, Thierry SAYD,
Michel HEBRAUD, Frédéric CAPEL, Benoit COHADE, Noureddine HAFNAOUI,
Daniel BECHET, Cécile COUDY-GANDILHON, Carole MIGNE, Jérémie DAVID,
Dominique DARDEVET, Joel DORE, Sergio POLAKOF, Isabelle SAVARY-AUZELOUX

(Publié dans Journal of Nutritional Biochemistry, 2019 ; 65, 72-82)
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Figure 41 : Impact des AGCC sur la lipogenése et la p-oxydation hépatique. CPT1,

Carnitine palmitoyltransferase | ; UCP2, Protéine de découplage 2 (406)
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Introduction :

Plusieurs études de cohortes et revues de la littérature ont mis en évidence le rdle
bénéfique des fibres alimentaires et notamment des fibres fermentescibles sur les régulations
métaboliques et la santé humaine et animale en limitant la prise de poids, les maladies
cardiovasculaires, risque de diabete. Certains de ces effets pourraient étre provoqués par
diverses molécules comme les acides gras a chaine courte (AGCC (propionate, butyrate,
butyrate...)) libérées lors de la fermentation des fibres (inuline, pectine et AR pour ce qui est
des molécules nous concernant) par le microbiote intestinal. Il a été suggéré dans la littérature
que les fibres alimentaires, via les AGCC, pouvaient également moduler les voies métaboliques
impliquées dans la synthese et I’oxydation des lipides dans le foie. Notamment, Den Besten et
coll. (2015) ont récemment montré trés clairement que les AGCC (acétate, propionate et
butyrate) étaient capables de réguler certaines voies métaboliques hépatiques en stimulant
notamment I’oxydation des lipides et inhibant la lipogenése a partir de 1’acétate chez la souris
(408) (Figure 41). La régulation de ces voies métaboliques par les fibres alimentaires passerait
par une activation des facteurs de transcription que sont PGC-1la, PPARa ou SREBP1-c,
permettant ainsi de limiter ’infiltration lipidique causée par les régimes hypercaloriques (408).
Cependant, les régulations métaboliques mises en jeu par les fibres alimentaires fermentescibles
ont généralement été étudiées en utilisant des supplémentations d’AGCC per os et a des doses
fortes. En effet, dans le cas de Den Besten et coll., 2015, les supplémentations en acétate,
propionate et butyrate sont réalisées a des doses de 5% wi/w sur un régime de base constitué de
graisse a 45% de I’énergie ingérée. Ainsi, les doses d’AGCC appliquées sont tres significatives,
et les AGCC sont absorbés dans I’intestin gréle et non pas dans le c6lon comme lors d’une
supplémentation en fibres (ou le lieu de synthése majeur des AGCC est le c6lon).

Par conséquent, I’objet de mon étude a été de déterminer si une supplémentation
potentiellement applicable en pratique chez I’ Homme (25 g/j) en fibres fermentescibles pourrait
prévenir I'accumulation lipidique dans le foie dans le cadre d’une suralimentation et si ouli, Si

les mécanismes sont similaires de ceux mis en évidence par den Besten et coll. (2015).

Matériel et méthodes :

L’étude a été réalisée sur des mini-porcs Yucatan, un modele animal plus proche de
I’homme que les rongeurs concernant sa taille, sa physiologie digestive et sa composition
microbienne. Une vingtaine de mini-porcs femelles ont été nourries avec un régime témoin (C,

n=6) ou un régime enrichi en lipides/sucrose et supplémenté (O + F, n=7) ou non (O, n=7) en
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un mélange de fibres (pectine, inuline, amidon résistant). Le mélange de fibres, réalisée dans
un pain, était constitué de 20% d'inuline, 20% de pectine et 60% d'amidon résistant. Des
prélévements sanguins artériels, ont été réalises a jeun avant (D1) et apres 14 (D14) et 56 (D56)
jours d’adaptation aux régimes O ou O+F, ainsi que le prélévement d’une section de foie a
I’euthanasie (D56). Des analyses de métabolites et parametres plasmatiques ainsi qu’au niveau

hépatique (RT-PCR, protéomique, et histologique (red oil)) ont été réalisées.

Résultats majeurs /discussion :

Suite a 2 mois des régimes expérimentaux, nous avons montré que la supplémentation en
fibres limitait la prise de poids corporel (-8%, p<0,05 O vs O+F) et I’accumulation de
gouttelettes lipidiques dans le foie (-34%, p<0,001). Le régime O, a lui seul, a été responsable
d’une augmentation du poids corporel (+41% D1 vs D56 pour le régime O, P<0.05) et de
I’accumulation des gouttelettes lipidiques dans le foie. La moindre accumulation de gouttelettes
lipidiques dans le foie des animaux supplémentés en fibres pourrait s’expliquer par une
réduction de I’entrée des acides gras dans le foie via une diminution de leur protéine de transport
(ARNm FABP1, -50% O+F vs O, p<0,05). Cette moindre entrée des acides gras dans le milieu
intracellulaire pourrait étre responsable du défaut de stimulation de PPAR alpha (-58% O+F vs
O, p<0,05) et de la baisse de I’expression d’un des facteurs régulant la lipogenése (ARNm
SREBP1c -36% O+F vs O, p=0.07) constatés chez les animaux O+F. Cet effet des fibres
alimentaires sur la diminution de la lipogenese sont trés cohérents avec les résultats
précédemment décrits notamment par den Besten et coll. (2015) (Figure 41). Par contre, et
contrairement a ce qui a été observé par den Besten et coll. (2015), aucune stimulation de la B-
oxydation n’a été observée suite a la supplémentation en fibres (c’est-a-dire pas de différence
entre O et O+F), comme montré a la fois par ’analyse de 1’expression des génes et par ’analyse
protéomique de nombreuses protéines impliquées dans la B-oxydation ou la chaine respiratoire
mitochondriale. Autrement dit, dans le cas de notre étude, au niveau hépatique, la baisse du
stockage des lipides n’est pas liée a une utilisation accrue des lipides a des fins cataboliques.
La conséquence est que les lipides et les nutriments énergétiques apportés par 1’alimentation
avec le régime O et surtout O+F restent disponibles en quantités importantes pour les autres
tissus de I’organisme utilisateurs d’énergie : muscle, tissu adipeux et dans une moindre mesure
intestine.

Concernant le métabolisme du glucose, la supplémentation en fibres alimentaires s’est
traduite également par une émission hépatique de glucose a jeun plus elevée (p=0,01) a D56

chez O+F vs O, qui pourrait étre expliquée par une augmentation possible de la synthese de
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glycogene a I'état nourri (protéine GYS2 impliquée dans la glycogénogenése : +82%, P<0,009,
O+F vs O, tendance mais la mesure a été réalisée sur des foies d’animaux euthanasiés a jeun).
Si la glycogénogenése est accrue a 1’état nourri, une glycogénolyse accrue a jeun est possible.
Une autre voie de synthese du glucose dans le foie pourrait étre la néoglucogenése. Cependant,
aucun élément a notre disposition (utilisation hépatique des AGCC, du lactate, de 1’alanine), ne
nous permet de conclure a une stimulation de la néoglucogenese hépatique (voir aussi

publication 2) lors de la supplémentation en fibres.

Conclusions / perspectives :

Notre étude montre donc qu'une supplémentation en fibres alimentaires fermentescibles
de 25g par jour, en situation de surnutrition, permet de limiter la prise de poids corporelle et
I’accumulation de gouttelettes lipidiques dans le foie des mini-porcs femelles adultes. Le foie
se trouve ainsi en situation métabolique favorable puisque le stockage de lipides et la lipogenese
sont limités. Une accumulation lipidique qui aurait pu a terme, se traduire par le développement
d’une stéatose hépatique. Cependant, cette diminution de stockage des lipides et de lipogenése
hépatique est associée avec une absence d’effet sur la B-oxydation. Ainsi, les nutriments
énergétiques (acétate non utilisé pour la lipogenese et lipides alimentaires non stockes /
catabolisés dans le foie) se retrouvent nécessairement disponibles en quantité accrue pour les
autres tissus et organes. Or, nous n’avons pas noté de différences notables de concentrations en
de nombreux nutriments énergétiques (AGCC, glucose, AG libres, ...) au niveau artériel. Ceci
suppose donc que d’autres tissus et organes (et en particulier le muscle et le tissu adipeux)

devraient jouer un rdle important dans 1’utilisation de ces nutriments (voir publication n°2).
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Abstract:

Obesity induced by overfeeding ultimately can lead to non-alcoholic fatty liver disease
whereas dietary fiber consumption is known to have a beneficial effect. We aimed to determine
if a supplementation of a mix of fibers (inulin, resistant starch and pectin) could limit or alleviate
overfeeding-induced metabolic perturbations. Twenty female mini-pigs were fed with a control
diet (C) or an enriched fat/sucrose diet supplemented (O+F) or not (O) with fibers. Between 0
and 56 days of overfeeding, insulin (+88%), HOMA (+102%), cholesterol (+45%) and lactate
(+63%) were increased, without any beneficial effect of fibers supplementation. However,
fibers supplementation limited body weight gain (vs O, -15% at D56) and the accumulation of
hepatic lipids droplets induced by overfeeding. This could be explained by a decreased lipids
transport potential (-50% FABP1 mRNA, O+F vs O) inducing a down regulation of regulatory
elements of lipids metabolism / lipogenesis (-36% SREBP1c mRNA, O+F vs O) but not to an
increased oxidation (O+F not different from O and C for proteins and mRNA measured).
Glucose metabolism was also differentially regulated by fibers supplementation with an
increased net hepatic release of glucose in the fasted state (diet x time effect, P<0.05 at D56)
that can be explained partially by a possible increased glycogen synthesis in the fed state (+82%
GYS2 protein, O+F vs O, P=0.09). The direct role of short chain fatty acids on gluconeogenesis
stimulation is questioned, with probably a short-term impact (D14) but no effect on a long term
(D56) basis.

Introduction:

To nutritionally prevent the occurrence of overweight, obesity and associated
complications (diabétes, cardiovascular diseases, colorectal cancer ...) [1], public health
policies promote the consumption of dietary fibers (edible parts of plant or analogous
carbohydrates that are resistant to digestion in the human small intestine with a complete or
partial fermentation in the large intestine) [2-7]. Several cohort studies and literature reviews
have highlighted the beneficial role of dietary fibers, and particularly soluble fibers [8] on health
status in humans and animal models [9] by limiting weight gain [10], the occurrence of coronary
heart and cardiovascular diseases [11, 12], diabétes risk [13] or preventing constipation [14].
More precisely, soluble fibers such as inulin and pectins, but also resistant starch have been
shown to prevent hypercholesterolemia [15, 16], limit oxidative stress and inflammation [17,
18], decrease fat weight [19, 20], limit appetite, accelerate digestive transit (increase bowel
movement) [21] and increase insulin sensitivity [20, 22, 23]. Some of these effects could be
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mediated by various molecules released by the gut microbiota upon fermentation of the mixture
of inulin, pectin and resistant starch: the short chain fatty acids (SCFA) (e.g. propionate,
butyrate, butyrate ...) [24].

Many tissues and organs present an altered metabolic activity in a situation of
overfeeding and obesity. The liver is one of the tissues targeted by overfeeding leading to the
development of nonalcoholic fatty liver disease [25]. Nevertheless, in the early steps of
pathology development, lipid infiltration in hepatocytes can be reversible (at least in the early
steps of pathology development), and the liver is still responsive to nutritional interventions,
such as dietary fibers and SCFA supply [26-28]. To date, the metabolic response of the liver to
high fat feeding, extensively described in rodents, comes with alterations of a wide range of
metabolic activities such as increased fatty acid synthesis and down regulation of lipid oxidation
capacities, alteration of amino acids catabolism and upregulation of apoptosis [29-32]. Some of
these intertwined metabolic pathways and key regulatory enzymes leading to lipids
accumulation in the liver are under the regulation of the transcription factors PPAR alpha
(PPARa) and SREBP1-c which are both known to be targeted by obesity [33-35]. Studies
suggested that dietary fiber/SCFA supplementations may act through these regulatory
components as well [36, 37], to modulate the metabolic pathways cited above.

Taken together, dietary fibers could be efficient to counteract hepatic lipid infiltration.
Although highly informative on how fibers work at the liver level, many studies were designed
in rodents (presenting digestive physiology and microbiota relatively different from humans)
[38, 39] and using control diets sometimes fiber free [16, 37]. Many detailed metabolic
regulations have also been explored using orally supplemented single or mixed short chain fatty
acids instead of dietary fibers [40, 41], hence with doses and sites of absorption different from

what happens when fibers are fermented in the hindgut.

Consequently, the aim of the present study is double:

1/ Study the impact of overfeeding on hepatic metabolism and lipids accumulation in
Yucatan minipig, an animal model closer to humans than rodents in size, digestive physiology,
metabolism and microbiota composition and for which hepatic proteome profile (giving an
overview of a wide range of proteins potentially involved in metabolic adaptation to
overfeeding in the liver) has been rarely investigated in such nutritional situation [42].

2/ Determine if a reasonable supplementation of soluble fibers (25 grams included in a
250 g portion of a specially designed bread) could prevent/modulate the hepatic lipids

accumulation during overfeeding. The mixed fibers (pectin, inulin and resistant starch mixture)
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were administered using a bread specifically designed for this study [43].

Materials and Methods:

Animals and experimental procedure

The study involved 20 female adult (one year) Yucatan minipigs with an average
bodyweight of 34.8 + 1.5 kg at the beginning of the experiment.

The animals were housed individually in pens (1x1.5 m) in a ventilated room with
controlled temperature (21°C) and regular light cycle (L12:D12). At the beginning of the
experiment, the 20 animals were fed with 500 g/day of a standard diet (control diet (C))
containing 69,2% Starch, 17% protein, 3,3% fat, 5,5% cellulose, 5% ashes (Porcyprima;
Sanders Centre Auvergne, Aigueperse, France) and had free access to tap water.

After this adaptation period, animals were divided into three groups. Six pigs were used
as control animals (group C) and were euthanized after an overnight fast by intravenous
administration of Dolethal® (pentobarbitone sodium 200 mg/L, Vetoquinol®, France). The
remaining 14 mini-pigs were then surgically fitted with a catheter in the abdominal aorta, portal
and hepatic veins. After 3 weeks of post-surgical recovery, 7 mini-pigs received a fat and
saccharose supplemented diet diet (group O) for 56 days consisting in the regular pig diet (8009)
as described above enriched with fat (10% palm oil) and sugar (10% sucrose) (2570 kcal/kg)
and 2509 of regular bread (Figure 1 A). The last 7 mini-pigs received the same fat and
saccharose supplemented diet, but regular bread was replaced by experimental bread, in which
23% of the flour was substituted with a mix of dietary fibers (group O+F) as previously
described [43]. Food intake was recorded daily, and animals’ body weight was measured
weekly. The fiber mix used in the bread from O+F diet consisted in 20% inuline (Oliggo-Fiber
inulin instant), 20% pectin (Unipectin A100) and 60% resistant starch (Actistar 11700,
containing 50% resistant starch). All fibers were supplied by Cargill (Minnetonka, Minnesota
USA). Taking into account of the bread intake, the bread dry matter (62% in O+F bread) and

fibers purity, the fermentable fibers supplementation to the O+F animals was 25 g per day.

After an overnight fast, blood was sampled through the catheters on heparinized or EDTA
treated tubes, before the 1st day of overfeeding (D1) (i.e. the animals in the fasted state at D1
correspond to animals adapted to the standard diet) and 8 weeks (i.e. 56 days) after adaptation
to each experimental (O and O+F) diets. Blood was centrifuged at 4.500 x g for 10 min, plasma
rapidly collected and stored at -80°C until further analyses. At D56 minipigs of the groups O

and O+F were euthanized after an overnight fast period as describe for group C. Then liver
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tissues were collected and a cross-sections were fixed in ice isopentan and stored at -80°C.

All procedures were in accordance with the guidelines formulated by the European
Community for the use of experimental animals (L358-86/609/EEC, Council Directive, 1986)
and the accreditation number for the present study is C63 34514.

Plasma measurements

Glucose, lactate, urea, triacylglycerol (TG), HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, total
cholesterol (TC), concentrations were enzymatically measured using commercial kits on an
automotive ABX Pentra 400 (Horiba Medical, France) test system. Free fatty acids were
measured using Wako NEFA assay kit (Wako Diagnostics, Richmond, USA). Plasma insulin
levels were assayed using a commercial ELISA kit (Mercodia, Sweden).

For amino acids measurement, detailed procedures are described elsewhere [44].
Shortly, plasma samples were deproteinised with sulphosalicylic acid after adding norleucine
(50 uL, 1.25 mmol/L) as an internal standard.The supernatant was diluted (2/3) with a lithium
injection buffer (Bioritech, Guyancourt, France) containing glucosaminic acid as an injection
standard and amino acids concentrations were determined with an amino acid analyzer (Hitachi
L8900, Sciencetec, Villebon/Yvette, France) by ion exchange chromatography (with post —
column derivatisation with ninhydrine.

Short chain fatty acids (SCFA) in plasma were measured using 1-(tert-
butyldimethylsilyl) imidazole (MTBSTFA) derivatization and analysis by gas chromatography
(GC) according to [45]. Shortly, to 500 pL of plasma was added 50 pL of a mixture of 13C
labelled 1-*C-acetate (4 mM), 1-3C-propionate (1.5 mM), 1-3C-butyrate (0.6 mM)
(Cortecnec, Voisins Le Bretonneux, Fr) and 10 pL of 37% (v/v) HCL solution. 2 mL of diethyl
ether was added to plasma and the mixture was centrifuged (10 min, 2000 rpm). Fifty puL of
MTBSTFA (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan) was added to supernatant for SCFA
derivatization. The mixture was injected in GC-MS system 7890A (Agilent Technologies
California, USA) using the splitless mode equipped with a quadrupole detector (5975C) and
autoinjector (7683). The ionisation mode was operated in electron impact (electron energy 70
eV). The GC system was fitted with a nonpolar capillary column DB-5 MS (J&W Scientific,
Folsom, CA, 30 m x 0.25 mm i.d x 0.25 um film thickness) for chromatographic separation.
Quantification of the SCFA was performed using the Selected lon Monitoring acquisition Mode
by measurement of the m/z ratios of the specific 13C and 2C ions of each quantified SCFA and
comparison to a standard curve: 117/118 (*?C acetate/1-3C-acétate), 131/132 (*2C
propionate/1-*C-propionate), 145/146 (*2C butyrate/1-'3C-butyrate).
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RNA extraction and quantification

Total RNA Extraction from tissues and reverse transcription (RT)

Total RNA from 30 mg of liver tissue was isolated by using a PureLink RNA Mini Kit
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA USA) according to manufacturer's protocol. RNA
samples purity was verified using NanoDrop spectrophotometer (ND-1000, NanoDrop
Technologies Inc., USA) and RNA (1 pg) integrity was electrophoretically verified on 1 %
agarose ethidium-bromide-stained gel. cDNA was synthesised from 1 pg of RNA using the
high-capacity cDNA reverse transcription kit ((AB Applied Biosystems, Foster City, CA USA),
containing a mix of random primers and oligo(dT), according to the manufacturer's instructions.

Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) methods and data analysis

cDNA was diluted 1:20 in RNAse free water. Pre-amplification was performed using
PowerUp SYBR Green Master Mix (AB Applied Biosystems, life technologie, woolston
warington UK). Real-time quantitative PCR was carried out on a Bio-Rad CFX-96 detection
system with quantitative qPCR SYBR Green reagents. Primer sequences are available upon
request (Sigma Aldrich) see Table 2. PowerUp SYBR Green Master Mix (7.5 uL) was mixed
with 0.3 uL of forward (10 pM) and reverse (10 uM) primer mix and 2 pL of diluted cDNA,
and incubated at 95°C for 10 min. PCR conditions were standardized to 40 cycles of: 95°C for
15s, 59°C for 30s and 65°C for 5s. Relative quantification of the target genes were done using
hepatic eefla gene expression as a reference and relative gene expression was quantified using
the 2—AACT method.

Primer design

Primers were designed using Primer3 software (Whitehead Institute for Biomedical
Research/MIT Center, Cambridge, MA, USA), while gene sequences were obtained from
public databases (PubMed, Ensembl). If possible, primers were designed to span intron/exon
boundaries to prevent amplification of contaminating genomic DNA, if present. BLAST
searches were performed to ensure the absence of intraspecies polymorphisms at the primer
site. Primers were designed so that they are overlapping an intron.

Histological studies and image analysis.

Liver biopsies were frozen in isopentane cooled on liquid nitrogen and stored at -80°C.
Cross-sections (5 um thick) were performed using a cryostat (Microm, Francheville, France) at
-25°C. Cross- sections were fixed in 10% formalin for 10 min, washed with cold running water
and dried in 60% isopropanol. The sections were incubated for 20 min in Oil-Red-O (Sigma-

Aldrich, L’Isle d’Abeau, France) and then washed with cold running water. Images were
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captured with a high-resolution cooled digital DP-72 camera coupled to a BX-51 microscope
(Olympus, Rungis, France), and analyzed on random fields per slide. To estimate the hepatic
lipid accumulation, digitized images of liver slides stained with Oil-Red-O were used. We
recorded the area of Oil-Red-O staining above a constant optical density threshold using ImageJ
(National Institutes of Health, US) to determine the number and mean area of lipid droplets
(LD) and a lipid accumulation index (LA, ie, the percentage hepatocyte area occupied by LD)
for each pig. Constant optical conditions were maintained along the entire morphometric

evaluation.

Proteomic study
Protein Extraction and SDS-PAGE migration

Frozen liver (200mg) was homogenized in an extraction buffer [40 mM Tris (pH 8.8), 2
mM EDTA, 0.1% SDS, 1% DTT and a protease inhibitors cocktail (Sigma Aldrich, L’Isle
d’Abeau, France)] using a mixer mill type MM2 (Retsch, Haan, Germany). The homogenate
was centrifuged (10000g for 10 min at 10°C). Soluble protein concentration was determined
using the infrared spectrometry system: Direct Detect® (Millipore, France). Protein sample
(20ug) were concentrated on a 12 % SDS-PAGE. Gel was stained with Coomassie Brilliant
Blue R250 and the single bands in each lane were excised into fractions (<5mm).

Preparation for LC-MS/MS

After immobilization of the proteins in the concentration gel, the proteins bands, stained

with colloidal blue G250 (ref) are taken using a scapel blade and put in an eppendorf tube. First,
proteins bands were dehydrated with 50% ethanol/ammonium bicarbonate 50 mM and were
reduced with 10 mM DTT dissolved in 50 mM ammonium bicarbonate, 100 pl, 30 min, at
56°C. Then the proteins were alkylated with 55 mM iodoacetamide dissolved in 50 mM
ammonium bicarbonate, 200 pl, 30 min, in the dark. Then, the reduction/alkylation solutions
were removed and the bands were washed with a solution of 50 mM ammonium bicarbonate
buffer, 200 pl, 15 min. The strips were destained with 25 mM ammonium bicarbonate solutions
containing increasing (v/v) concentrations of acetonitrile, twice 5% and twice 50%, 200 ul, 15
min (the buffer is removed after each wash). Finally, each band dehydrated with 100%
acetonitrile were placed in a speed-vac for 10 minutes to complete the dehydration and
completely remove the solvent before adding the enzyme. Thus, 400 ng of trypsin (10 ng/ul) in
solution of 25 mM of ammonium bicarbonate were added on each band and the hydrolysis left
overnight at 37 °C. The digestion is stopped with a solution of 99.9 acetonitrile (ACN), 0.1%

formic acid (FA). The peptides were then extracted from the gel by sonication, 15 min and
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transferred to an HPLC vial after being concentrated to 20 pl in a speed vac, during 20 min. An
additional sample was made with 2 pl of each peptides extract. This sample, called ‘Pool’, was
used as reference in the step of alignment of the ionic map in LCProQI Quanfication Software
(Non LinearDynamics).

Mass spectrometry and data analysis

The mixture of peptides extracted from each proteins band has been analyzed in LC-
MS/MS for protein identification and quantification. Briefly, 1ul of the peptide mixture was
injected into Ultimate nano HPLC (Thermo Fisher). After desalting on the load column
(Pepmap, C18, 300 um, 0.5 cm) during 6 min, peptides were separated on an analytical C18
nanocolumn (Pepmap C18, Acclain, ThermoFisher, 75 um, 15 cm) using a gradient of a
solution of acetonitrile (99.9% ACN, 0.1% Formal Ac) of 10 to 40% in 150 min at a flow rate
of 300 nL/min for 150min. The separated peptides were electrosprayed in the nanoESI source
of an orbitrap mass spectrometer (LTQ Orbitrap Velos, ThermoFisher). The mass spectrometer
was used in DDA mode, each full scan MS1 (350-4000 m/z, R60000) is followed by 15 MS/MS
CID (R15000, with dynamic exclusion).

The acquired runs were loaded into the LCProQI Quanfication Software (Non
LinearDynamics). For protein identification, the LCProQI exports a file (493826 MS/MS) in
MASCOT input format (mfg). The query of the database (suscrofa, 26103 sequences-08/17))
via MASCOT (v 2.52) was carried out with the following parameters: carbamidomethylation
(C), deamidation (NQ) and oxidation (M) as variable modifications; peptide and fragment mass
tolerance set to 10 ppm and 0.5 Da respectively, and two missed cleavages were allowed.
Peptide identification was accepted when its mascot score allowed having less than 1% of false
positive (FDR correction). Protein identification was validated when two unique peptides of
this protein have been identified. The identification result file (.html) were loaded into ProQi.
For protein quantification, the software performs a run alignment and peak picking steps to
obtain a single ion map gathering all the detected ions. Detected ions having at least one MSMS
are exported to the Mascot identification. The quantification of the validated proteins then takes
into account the normalized (details on normalization, see www.nonlinear.com) intensity of
peptides (two minimum) validating the protein.

Protein identification, biological process classification, cluster and protein-protein
interaction analysis were performed using panther (http://www.pantherdb.org/), string software
(https://string-db.org) and KEGG Mapper-Search Pathway

(www.genome.jp/kega/tool/map pathwayl.html).

The clustering analysis (unsupervised modelling) of the significant proteins was
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performed using hierarchical clustering with the Euclidian distance of calculating the similarity
between proteins and the Ward’s distance aggregation for the similarity between conditions (C,
O and O+F) using average linkage. The hierarchical clustering analysis (HCA) was performed

using Permutmatric v1.9 [46]

Statistical analyses.
All data are expressed as means = SEM. Differences were considered significant if P <
0.05 and as a tendency (t) for 0.05 <P <0.1.

Weight and plasma parameters data

For the fourteen O and O+F minipigs, body weight and plasma parameters were
determined at D1, D14 and D56 on the same animals. Comparisons of data between D1, D14
and D56 in the fasted state were performed using a two way repeated measures ANOVA with
Time and Diet as main factors (SigmaPlot 12, Systat software, San Jose, USA) followed by a
post hoc analysis using the Tuckey test. Differences were considered significant if P < 0.05 and
as a tendency (t) for 0.05 <P <0.1.

Liver tissues data

The differences in genes and proteins expressions in the liver between C, O and O+F
groups were analyzed using a one-way ANOVA followed by a post hoc analysis using the
Tukey test (XLSTAT 2013.1.01, Addinsoft, Paris, France). Differences were considered
significant if P < 0.05 and as a tendency (t) for 0.05 < P < 0.1. For proteomic data, statistical
analysis (One way ANOVA, Diet effect) was generated from LCProQI Quanfication Software
(Durham, USA).

Results:

Animals’ phenotype

Minipigs from the O or O+F groups gained weight steadily over time and showed an
increase body weight gain of 41% and 34%, respectively, after 8 weeks of adaptation to the diet
(Diet effect : P=0.01). At D30 and D56, the average body weight gain in group O+F was lower
compared to the O group (Figure 1 B, P<0.05). As could be expected with such diets, a
significant Time effect was observed for several plasma parameters (Table 1). Between D1 and
D56, for all animals, the following parameters were significantly increased: insulin (+88%),
HOMA (+102%), total cholesterol (+45%), LDL cholesterol (+25%), HDL cholesterol (+71%),
lactate (+63%). Some but not all indispensable amino acids were also increased after 56 days
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of overfeeding (leucine, +19%; isoleucine, +14%; valine, +12%; Phenylalanine, +20%;
methionine, +13%; P<0.05). No significant difference between O and O+F (no diet effect and
no interaction diet x time) was observed for all arterial plasma parameters measured.

As short chain fatty acids are produced in the gut by the microbiota and are highly
metabolized within the splanchnic area, their concentration was measured in the portal vein
(close to their production site). A significant Time effect was observed for the three major short
chain fatty acids (acetate (C2), propionate (C3) and butyrate (C4) and the sum of them) (Table
1). This is also the case for Diet x Time interaction but only for C3 and C4. A transient increase
in C3 and C4 plasma levels in the portal vein occurred at D14 (+104% for C3 and +117% for
C4 between D1 and D14, P<0.05) in O+F diet vs O.

Red oil staining of hepatic sections biopsied in the fasted state showed a significant Diet
effect (P<0.001) (Figure 1C). The red oil staining was the highest in the O group, significantly
superior to O+F (+ 53%, P<0.001) and tended to be higher to C group (+24%, P=0.07) whereas
no difference existed between C and O+F.

Overall hepatic Protein profiling:

For a detailed exploration of the adaptation of the hepatic metabolism to the O and O+F
diets, a proteomic analysis of hepatic proteins was implemented. A total of 905 proteins were
identified in the liver with a FDR (false discovery rate) of 1%. Among the 905 proteins
identified, 202 were altered by the O diet relatively to C significantly (144) or as a tendency
(58). Thirty proteins were either significantly (10) or tended to be (20) different between O+F
and C diets and eighteen (2 significant) between O and O+F groups. Overall, 212 proteins were
significantly modified by the experimental diets (Figure 2 and supplementary Table for the
detailed list of the 212 proteins).

Among these 212 proteins, 38% are involved in metabolic processes (Figure 3A). These
metabolic processes could be divided into ten subclasses. The primary metabolic process (40%)
were prevailing (Figure 3B) including carbohydrate (13%), amino acid (23%), protein (20%),
nucleobase-containing compound (18%) and lipid (27%) metabolic processes (Figure 3C).
Among metabolic processes, the lipid metabolic processes (Steroid (39%), fatty acid (50%) and
phospholipid (11%) metabolic processes) are the most impacted by the diets. A parallel analysis
of protein-protein interaction networks proteins (supplementary Figure) highlighted five
clusters (fatty acids, but also carbohydrates, amino acid, and steroid, coagulation/complement
cascades) and confirmed that fatty acids metabolic processes were highly influenced by our

nutritional intervention (overfeeding or overfeeding + fibers). Taken together, these analyses
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show that 18% (38/212) of significantly altered proteins are involved in fatty acids-oxidation

and oxidative phosphorylation.

Focus on mitochondrial and peroxisomal fatty acids oxidation and lipid metabolism
proteins

More precisely, an up-regulation of proteins involved in fatty acid oxidation in the O
group relatively to C is observed (Figure 4A) : Acyl-CoA-Binding Protein ACBD5 (+1.33 fold),
Acyl-CoA oxidase ACOX1 (+1.37 fold), Carnitine palmitoyltransferase CPT2 (+1.55 fold),
Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 ACAD10 (+1.29 fold), Enoyl-CoA hydratase and
3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase EHHADH (+1.23 fold). Proteins involved in mitochondrial
electron transfer chain are also upregulated: NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein
1 NDUFV1 (+1.35 fold), Ubiquinol-cytochrome c¢ reductase core protein | UQCRCL1 (+1.29
fold), ATP Synthase Subunit O ATP50 (+1.18 fold) and ADP/ATP translocase 1 SLC25A4
(+1.30 fold) (Figure 4B and supplementary Table for details). Only one protein was
significantly down regulated: Acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 ACAA2 (-1.42 fold)
(Supplementary Table). In addition to proteomic data on mitochondrial fatty acids oxidation
pathway, Cptl (Carnitine palmitoyltransferase 1) gene expression was performed by RT-PCR
and a tendency for an increase in O diet vs C was observed (+85% P=0.07) (Figure 4C). Aside
from the proteins involved in fatty acids oxidation, Fatty acid-binding protein FABP1 (+1.47
fold), Acyl-CoA-binding domain-containing protein 5 ACBD5 (+1.27 fold),
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase HMGCS1 (+1.50 fold) and glycerol kinase GK (-1.27
fold) proteins were changed (P<0.05) in O as compared to C groups (Figure 5B).

Contrarily to O and although overall energy and lipids supply was similar in O and O+F
groups, no significant effect of fibers supplementation on proteins involved in hepatic lipids
handling (oxidation, transport, ketogenesis) was observed relatively to C (except for ACAA2
(-1.5 fold, P=0.01) and ACAT1 (-1.32 fold, P=0.07)) (Figure 4B). For these proteins, the O+F
group was not different from O. This was confirmed at the gene expression level of proteins
involved in oxidation (CPT1 and CPT2) which were upregulated by O vs C (+85% and +152%,
P=0.07 and 0.03 respectively) whereas O+F was not different to O and C.

Impact of dietary fibres at regulatory levels (PPARSs) and impact on lipogenesis and
lipids transport

Using KEGG pathway analysis, a major positive correlation between some of the

significantly altered proteins with O diet and PPARs could be highlighted (Figure 5A). To
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assess if PPARs could be involved in the regulation of the metabolic pathways and proteins
levels measured above, PPARs mRNA levels were quantified, as well as gene expression of
key enzymes involved in major metabolic pathways regulated by PPARs (Figure 5). Contrarily
to what observed at protein level, where O+F group was generally not different from C and O
groups, the up-regulation of PPARa (+252%, p<0.05) in O group vs C did not occur in O+F
group which was similar to C (P=0.8) and lower from O (-58%, p=0.04) (Figure 5C). Genes
involved in regulation and activity of lipogenesis were specifically altered by fibers
supplementation with a tendency for a down regulation of SREBP1-C in O+F vs O (-36%,
P=0.07) as well as a significant down regulation of SCD1 gene expression (a target of SREBP1-
C) in O+F group vs C (-64%, P=0.01) whereas this was a tendency for O vs C (-48%, P=0.07).
Lastly, fatty acids transport, even if FABP1 protein was not significantly altered by the O+F
diet, the mRNA content of Fabpl gene was lower for both C (-49%, P=0.04) and O+F (-50%,
P=0.04) diets relatively to O.

Fiber supplementation and glucose metabolism

Concerning the other metabolic processes highlighted in Figure 3, we showed, using the
proteomic approach, that fibers supplementation did not induce a decrease of glycogen synthase
GYS2 protein (p=0.95, O+F vs C) whereas it tended to be decreased by overfeeding (+1.82
fold, P=0.087, O+F vs O, Figure 5B and supplementary Table). In parallel, in the fasted state,
the difference in plasma glucose concentration between the hepatic vein and the portal vein is
increased by the fiber supplementation (0.09 mM vs 0.80 mM at D56 for O and O+F
respectively, P=0.01, Figure 6B). This observation was not reinforced by the liver glycogen
content (diet effect = 0.9, Figure 6A) but it must be kept in mind that this glycogen content was

measured in the fasted state and not in the fed state.

Discussion:

The aim of the present study was to investigate the impact of overfeeding on the hepatic
metabolism of an animal model metabolically and physiologically close to humans: mini pig
(for model description see [47]). The other aim of the study was to determine if a
supplementation with a mixture of inulin, resistant starch and pectin included in a bread [43]
on these overfed mini pigs could significantly reverse the impact of overfeeding on animals’

phenotype and hepatic metabolism.
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1. Impact of overfeeding on whole body and hepatic metabolism

As previously observed on a similar model [48], a strong Time effect was observed in
the present study on several plasma parameters (insulin, HOMA, cholesterol, lactate, some
indispensable amino acids) and weight gain. However, glucose, triglycerides or urea were not
significantly modified contrarily to what generally observed in high fat diet fed animals [49].
This means that the diet enriched with 10% sucrose and 10% fat used in the present study
(associated with increased intake) was sufficient to durably alter insulin sensitivity but not
sufficient to induce hyper-glycemia and hyper-lipidemia. The lipid and sucrose content in the
diet from our study (less than 15% of lipids in the diet w/w and 10% sucrose) is lower than
what normally used in western diets studies (where 20 to 30% of the diet composition (w/w)
are lipids, whereas sucrose can reach 10% up to 30%). The relatively low lipids and sucrose
content and the 2 months duration of the experiment can explain why, despite an important
weight gain, the animals from the present study were still in the early stages of obesity-related
metabolic shifts [47]. This suggests also that the metabolic adaptations observed are still
reversible.

The proteome shift induced by overfeeding was massive with expression of 144 proteins
significantly modified between C and O animals. Some proteins highly over expressed are
involved in lipids handling by the hepatic cells. This concerns lipids entry/transport in and out
of the cell (FABP1, ABCD5 and APOE), long chain fatty acids oxidation at mitochondrial and
peroxisomal levels (ACOX1, ACAD10, EHHADH), ketogenesis (HMGCS1) and activation of
mitochondrial respiratory chain (NDUFA4, OQCRC1, ATP50). The increased lipids transport
within hepatic cells and oxidation hypothesized from proteome analysis is confirmed at the
MRNA level with an increased expression of FABP1, CPT1 (tendency) and CPT2. Data from
literature concerning the impact of high fat feeding or obesogenic diet on lipids handling in the
liver are contradictory. Indeed, lipid hepatic oxidation and mitochondrial function has been
described as decreased in NASH [50, 51] but mitochondrial function measured in vivo can be
up or down regulated by nutritionally induced insulin resistance (for review, [52]). Proteomic
studies have shown that the profile of mitochondrial hepatic proteins can be up regulated in
high fat fed mice [30, 31, 53], or pigs [42] or down regulated in hamster or T2M patients [54].
An explanation for this apparent discrepancy lies in a slow and progressive adaptation of the
liver to the lipids oversupply. First, due to lipids overload, the liver responds by increasing the
lipids binding to transport proteins (FABP1), which increases the entry and transport of fatty

acids in the liver for storage, export and oxidation [55, 56]. This lipids overload in the liver will
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ultimately generate oxidative stress and inflammation leading to diabetes, non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) and mitochondrial’s dysfunctions. As we are in the onsets of
development of insulin resistance, the increased oversupply of lipids is still associated with an
adapted liver response (increased lipids transport, entry within the cell associated with a
stimulated oxidative capacity). As we also observed a tendency for an inhibition of SCD1
mRNA (involved in lipogenesis) by overfeeding, we confirmed here that in the present study
the liver was still metabolically flexible in the fasted state [57].

As overfeeding includes oversupply of proteins, the increased protein intake is
associated with an overall expression of amino acids metabolism/catabolism pathways
(branched chain amino acids (TDH, BCKDHB), serine (SHMT2, PSAT1), cysteine (CTH),
arginine (ASL), ornithine (ACY1, ARGL1). Plasma levels of some specific circulating amino
acids are known to increase early in the development of the insulin resistant state: leucine,
isoleucine, valine, phenylalanine, tyrosine, as well amino acids playing a key role in urea cycle
(ornithine, arginine) [58, 59]. This is the case in the present study (leucine, valine, isoleucine,
phenylalanine) as well as in mini pigs fed a similar diet in a previous experiment [60]. The
increased level of BCKDHB protein observed in our overfed animals is not consistent with the
decreased mRNA level of BCKDH complex (but not its phosphorylation state) and BCAT2
activity observed previously in the liver of similar pigs fed a high fat high sucrose diet [60],
even if it is not always the case in similar nutritional situations [61]. It is clear that the role of
the liver in the complex regulation of plasma branched chain amino acids levels should require
further investigation both at cellular level (genes, phosphorylation status, activity, interaction

with BCKD kinase) and in interaction with other tissues (adipose, muscle) in our model.

The overall regulation of lipids handling in the liver is known to be under the control of
transcription factors, and particularly PPARa. [56] in tight connection with FABP1 and lipids
concentration within the cells [62]. The overnutrition-induced increased mRNA level of
PPARa and FABP in our study may explain the increased lipids transport, catabolism and

ketogenesis we observed [63, 64].

2. Impact of the dietary fibers supplementation on whole body metabolic adaptation

and hepatic metabolism

2.1 Impact of fibers on pig phenotype and hepatic metabolic pathways
After 2 months of overfeeding, fibers supplementation reduced body weight gain in our
female pigs. Similarly, dietary fibers supplementation has been proven efficient to favor weight
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loss in obese people [2] . The overall lower ingested metabolizable energy (due to replacement
of a part of the flour by fibers mix in the bread), but also a potential reduction in lipid absorption
due to increased gastric and colonic transit [14] could explain the slower weight gain we
observed. Viscous fibers (like pectin) are indeed known to increase gastric emptying rate and
to limit metabolites absorption (see [14] as a review). The use of a mix of fermentable fibers
induced (as shown in Table 1) transient increase in propionate and butyrate concentration in
the portal vein of fiber supplemented animals, as could be expected due to the fiber fermentation
in the colon [5]. At the peripheral level, and in the fasted state, however, no diet effect and no
interaction Time X Diet was observed for all metabolites measured in arterial plasma. Plasma
arterial parameters of overfed fiber supplemented animals followed the same pattern of changes
as overfed animals over time.

In the liver, fibers supplementation induced a reduction in lipids droplet accumulation
(red oil) compared to the overfed groups. Thus, even in a situation of weight gain due to
overfeeding, dietary fibers have limited the development of an obesity-related phenotype (i.e.
weight gain and hepatic lipids accumulation). To our knowledge, this is the first demonstration
of such an effect in overfed pigs with fibers supplementation. These data are consistent with
results obtained in high fat fed rodents supplemented with 7% of inulin when hepatic lipid
metabolism was altered and triglycerides content lowered [65]. A 10% of oligofructose
supplementation in the diet of rats also limited accumulation of lipid droplets in the liver [66].

At the proteome level, fibers supplementation limited the impact of overfeeding on
hepatic proteins (O+F not different from C) but the effect was not sufficient to lead to significant
differences with the O diet. At genes level, several genes involved in lipids transport (FABP1:
O+F<O0) and regulation of hepatic lipids metabolism (PPAR alpha, O+F<O and SREBP1c O+F
< O, tendency), with SREBP1c particularly involved in lipogenesis regulation, are specifically
affected by fibers supplementation. On the contrary, genes (CPT1 and CPT2) and proteins
(ACOX, ACAA, EHHADH) involved in lipids oxidation are numerically intermediate between
C and O, suggesting that for this pathway of lipids utilization, the effect of the fibers was not
strong enough to reach a statistical significance. Consequently, the decreased lipids droplets
content in the O+F animals could be a consequence of a decreased entry of lipids within the
liver associated with a potential specific deceased lipogenesis but not to an increased oxidation
rate of lipids. A fiber-induced decreased hepatic lipogenesis was demonstrated in rodents, but
is generally associated with an increased oxidation of lipids that we did not show in the present
study at protein and gene levels [37]. In the present study, lipids oxidation seem to respond to

a mass action effect. Nevertheless, this absence of effect of fibers on lipids oxidation that we
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observed at the protein level should be confirmed by the measurement of lipids oxidation rate
in vivo which could validate/invalidate this hypothesis.

2.2 Regulatory mechanisms

At this point, it can be noted that FABP1 hepatic protein content is not significantly
decreased by fibers supplementation diet whereas the gene is clearly down regulated by fibers.
One explanation to this apparent discrepancy between genes and proteins may lie in the
difference in half life time between mRNA (2-7 hours) and proteins (about 2 days) [67]. FABP1
(and PPARs) are regulated by lipids content in the liver and are subject to diurnal variations
corresponding to fasted and fed states [68]. Due to different half-lives, FABP1 mRNA level
may be more representative of the fasted state whereas FABP1 protein levels may be the
consequence of a mix between the fasted and fed states (within the 2 previous days before
animals’ euthanasia). Recent data have highlighted the key role of FABP1 in the development
of non-alcoholic fatty liver disease, showing that down regulation of FABP1 gene protected
mice from hepatic steatosis [69] with a shift in energy substrate use from lipids to
carbohydrates. As fibers supplementation down regulated FABP1 mRNA levels, such a
regulatory role of FABP1 can be speculated.

In parallel, a tendency for a superior GYS2 protein content in O+F relatively to O as
well as a significant increased glucose net release by the fasted liver of O+F animals after the
56 days of diet adaptation were noted. An increased glycogen synthesis capacity (i.e. increased
glucose storage) in overfed fiber supplemented animals in the fed state may have led to an
increased glucose release via glycogenolysis in the fasted state. Unfortunately, no significant
alteration of hepatic glycogen content was observed to validate our hypothesis (whatever the
diet considered). Nevertheless, it should be kept in mind that liver samples were obtained in
fasted animals and glycogen stores may already be catabolized and at a low level in O and O+F
groups. Another explanation that cannot be excluded for the increased net glucose release in
fiber supplemented animals may come from an increased gluconeogenesis, even if GK protein
is not differently altered between O and O+F diets. Looking at portal supply of propionate to
the liver (i.e. a direct effect of fibers fermentation on hepatic metabolism), it can be concluded
that if a stimulation of gluconeogenesis from propionate can be hypothesized at D14, this is not
the case at D56 and other precursors for glucose synthesis could have been substituted (e.g.
alanine, glycerol, lactate).

The role of short chain fatty acids, aside from their role as energy nutrients, is their
signaling effect (mediators/regulators), with a probable role of propionate and butyrate on

hepatic metabolic pathways regulation via PPARs pathways [41, 70]. In our case, if the role of
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SCFA is possible as both propionate and butyrate are increased in the portal vein of O+F
animals. However, this increase is not persistent over time (present only at D14, whereas
PPARs were measured at D56), suggesting that they may not be the only regulatory molecules
or mediators involved in the differences observed in the liver at D56 in O+F animals. However,
the fact that propionate and butyrate were not different in the portal vein at D56 between O and
O+F does not mean that they were not produced in the caecum. Indeed, the gut wall may have
adapted its energy metabolism (and in the present study its SCFA utilization) to the increased
supply of SCFA over time. Other metabolites (such as succinate) produced by the microbiota
from fibers [71] could relay propionate or butyrate action. Gut hormones/peptides (GLP-1,
PYY..), whose secretion is also known to be affected by SCFA, may be also involved as
regulatory molecules [72].

3. Conclusion

In the present study, despite a significant body weight gain and alteration of metabolic
pathways due to nutrients overload, the liver of our mini pigs were still responsive to
overfeeding and our animals were still in the early stages of obesity-related metabolic shifts. In
this context, we have shown that a dietary supplementation of a mix of fibers (+25 g of
fermentable fibers supplied in 250 g of bread, applicable in practice) limited weight gain and
liver lipids droplets accumulation in overfed Yucatan mini-pigs. A reduction of FABP1 (and
regulatory elements such as PPARa and SREBP1-c) expression in fibers supplemented overfed
animals tend to show a specific decreased entry/transport of fatty acids and potentially
lipogenesis within the liver could explain the limited lipids storage in liver. A potential
channeling of glucose to glycogen synthesis (GYS 2) and a hypothesized decreased utilization
of glucose for pyruvate synthesis (leading to lipogenesis) by the liver could be increased after
56 days of fibers supplementation. Such an effect of dietary fibers may have been mediated by
propionate and butyrate but not on a long-term basis. Other regulatory signals derived from
direct interaction between microbiota and gut or metabolites derived from fibers fermentation
by the microbiota (other microbiota-derived metabolites, odd chain fatty acids, digestive
peptides, anti-inflammatory signals) should also be involved in these long term adaptations and
require further investigations. Taken together, these data tend to show that a fiber-supplemented
food product can delay and limit the impact of a western diet on weight gain and hepatic lipids
storage as lipids droplets in mini pigs. As the liver seems to limit entry of fatty acids and storage
within the liver in overfed fiber supplemented animals, it could be of interest to decipher which

tissues will handle the excess of lipids available and what will be their fate.
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Figure 1: Impact of 56 days of adaptation to overfeeding (O) and overfeeding supplemented with dietary fibers (O+F) on mini pigs:

(A) experimental design, (B) body weight evolution over the experimental period, (C) lipids contents in the liver (red oil staining). Oil Red
O-stained images were binarized and thresholded for the lipid droplet signal using imaging software ImageJ. The analysis of the area of
each individual lipid droplet done by Algorithms software. Values are means + SEM. For (B), different letters indicate significant differences
between groups (p<0.05) and were obtained by Two Way Repeated Measures ANOVA. For (C) Diet effect was obtained by one way Anova
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Figure 2: Venn diagram presenting all proteins identified and proteins modified by the experimental
diets C, O and O+F (significantly (P<0.05) or trend (P<0.1)) (see table 1 supplementary data for details)
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Figure 3: Classification of proteins significantly altered by the O diet vs C using Panther analysis (see M&M section). (A) overall
biological processes, (B) Metabolic processes from A were divided into various more specific metabolic processes. (C) Primary
metabolic processes from B were divided into carbohydrate, amino acids, lipids, nucleobases and protein metabolic processes
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Figure 4: Pathways of lipids degradation and mitochondrial respiratory chain. (A) Proteins in orange are significantly (dark) or tend to be
(light) up or down regulated by the O vs C diet. Proteins in green are significantly altered in O+F diet vs C. (B) For sake of clarity, all proteins
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(B) Difference between glucose concentration in the hepatic vein (HV) and portal vein (PV) (mM) in the fasted state
before (DO0), 14 days (D14) and 56 days (D56) after adaptation to overnutrition supplemented (O+F) or not (O) with dietary
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Table 1: Arterial and portal plasma biochemical parameters in mini-pigs in the fasted state
before (D1) and after 14 (D14) and 56 days (D56) of adaptation to overfeeding (O) or
overfeeding supplemented with fibers mixture (O+F)

Parameters (0] O+F P value

DI D14 D56 SE DI D14 D56  SEM  Diet  Time  Dietx

M effect effect Time

Artery
Glucose (mmol/lL) 493 557 526 014 522 5.15 534 014 093 028 0.16
Insuline (ug/L) 005 015 014 002 0.09 0.13 014 002 068 003 0.54
HOMA-IR 026 090 082 012 055 0.75 085 012 075 004 0.44
Total Cholesterol -, o7 586 573 009 198 311 285 009 022 <0001 081
(mmol/L)
LDL Cholesterol g0 155 125 007 1.02 1.33 123 007 071 <0001 059
(mmol/L)
HDL Cholesterol 20 4 45 135 004 083 156 140 004 015 <0001 0.78
(mmol/L)
Free Fatty Acids 12, 526 019 002 023 0.22 022 002 08 018 0,56
(mmol/L)
Triglycerides 019 016 026 003 0.20 0.27 032 003 020 015 0.55
(mmol/L)
Lactate (mmol/L)  0.42 062 068 002 044 0.58 072 002 076 <0001 0.70
Urea (mmol/L) 430 378 394 017 415 3.60 356 018 036 0.0 0.90
Acetate (umol/lL) 613 755 679 15 664 658 664 15 037 011 0.08
Propionate 207 274 221 06 226 23.3 203 06 013 001 0.11
(umol//L)
Butyrate (umol/L) 297 545 540 075 3.15 5.01 253 075 034 013 0.37
Leucine (umol/L) 177 193 211 8 171 183 211 9 0.65 0.01 0.90
Isoleucine 126 157 144 7 119 157 147 7 090 0004 088
(umol/L)
Valine (umol/L) 324 314 362 11 314 313 365 12 085 004 0.94
Lysine (umol/L) 166 165 156 8 163 163 177 8 062 09 0.39
Phenylalaning 641 713 772 34 634 65.3 767 35 063 0005 066
(umol/L)
Methionine 224 268 252 19 229 29.4 251 20 072 003 0.77
(umol/L)
Threonine 156 161 166 8 164 164 172 9 065 057 0.94
(umol/L)
Tryptophane 51.6 539 458 31 492 58.3 495 32 068 017 0.71
(umol/L)
Portal vein
Acetate (umol/L) 891 1094 1003 34 969 1232 937 3 034 0007 031
Propionate 204 272 288 19 202a  413b  200a 21 055 0002  0.012
(umol/L)
Butyrate (umol/L)  38.0 54.6 512 50 41.0a 889b 329a 5.4 0.40 0.002 0.02
Total SCFA 1133 1420 1342 55 1212a 1734b 1170a 58 037 0003  0.09
(umol/L)
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Table 2: Primer sequences used for gRT-PCR

Gene symbol Primer sequence (Forward) Primer sequence (Reverse)

Cptl GACGAGGACCCCTGATGGTG CGTGGATCCCAGGAGAATCG
Cpt2 TGGCCAGTTCAGGAAAACAG CTGGTCGTTGTACTCGGACT
Scdl AGACATCCGCCCTGAAATGA AGCAGATAGTAGGCAAACGC
Srebp-1c AGGCAGCACCTTTGCAGACC GCGGTAGCGTTTCTCGATGG
Pparo. CAGCAATAACCCGCCTTTCG ACTTGGCGAACTCCGTGAGC
Pparg TGTGAAGGATGCAAGGGTTTC CAACAGCTTCTCCTTCTCAGC
Mttp TGGGTGGACTTGAAAGAGCA AGGGGCATCATATCTCTGGAG
Fabpl GTCGGTCTGCCCGATGAACT TCTCCCCAGTCATGGTCTCCA

Cptl, Carnitine O-Palmitoyl transferase 1; Cpt2, Carnitine O-Palmitoyl transferase 2; Ppara,
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha; Pparg, Peroxisome proliferator-activated
receptor gama; Scdl, Stearoyl-CoA desaturase-1; Srebp-1c, Sterol regulatory element-binding
protein; Mttp, Microsomal Triglyceride Transfer Protein; Fabpl, Fatty acid binding protein 1
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Donnees supplémentaires
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Table 1: Hepatic proteins differentially expressed (fasted state) in mini pigs after 60 days of adaptation to

Control (C), overfeeding (O) and overfeeding supplemented with dietary fibers (O+F).

Protein ID Description Mascot Total Fold Fold Fold P-value P-value P-value
score peptides (O+F/C) (0/C) (O+F/0) (O+F/C) (/M) (O+F/0)
F1IRZNO CYP4V2: Cytochrome P450 4V2 317,55 4 +1,57 +2,12 -1,35 0,110 0,0007 0,102
Q55154 CA3: Carbonic anhydrase 3 724,15 12 +1,69 +2,03 -1,20 0,207 0,0097 0,347
F1RPBO ACSM2A: Acyl-Coenzyme A Synthetase 575,79 9 +1.21 +1.41 -1.17 0,668 0,0733 0,327
F1SB62 ACAT2: Acetyl-CoA Acetyltransferase 237,85 5 +1,25 +1.40 -1.12 0,557 0,0599 0,380
A5GFY8 PHGDH D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 598,24 10 + 1,47 +1,96 -1,33 0,405 0,0054 0,1941
Q95JC8 ARG1: Arginase-1 914,16 13 +1,31 +1,95 -1,49 0,264 0,0019 0,069
P00371 DAO: D-amino-acid oxidase 382,93 8 +1,30 +1,78 -1,37 0,609 0,0042 0,094
046420 CYP51A1: Lanosterol 14-alpha demethylase 140,11 4 +1,29 +1,67 -1,30 0,359 0,0015 0,111
I13L5K3 HSD17B13: 17-beta-hydroxysteroid 316,64 5 +1,51 +1,63 -1,08 0,329 0,0173 0,475
dehydrogenase 13
F1SsI2 DHRS7: Dehydrogenase/reductase SDR family 298,58 5 +1,51 +1,62 -1,08 0,134 0,0050 0,422
member 7
Q8MIR0 TDH: L-threonine 3-dehydrogenase 409,87 5 +1,28 + 1,60 -1,26 0,395 0,0083 0,216
A5GFQ6 GNMT: Glycine N-methyltransferase 292,87 6 +1,22 +1,57 -1,28 0,574 0,0024 0,1130
F1IRHC1 CYP2A19: cytochrome P450 2A19 707,01 12 +1,18 +1,52 -1,28 0,504 0,0016 0,0674
F1S6P3 urah: 5-hydroxyisourate hydrolase 174,25 3 +1,28 +1,51 -1,17 0,281 0,0092 0,279
F1S764 ACAT: Carnitine O-Palmitoyltransferase 2 645,94 11 +1,36 +1,51 -1,11 0,185 0,0540 0,618
13LGJ8 LSS: Lanosterol synthase 209,3 3 + 1,46 +1,50 -1,03 0,274 0,0110 0,557
F1SJ26 CYP1A2: Cytochrome P450 1A2 226,69 6 +1,28 +1,50 -1,18 0,477 0,0222 0,260
F1SMG8 HMGCS1: Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 153,39 3 +1,19 +1,50 -1,26 0,504 0,0283 0,159
F1S0V3 ANXAG: Annexin A6 1309,05 21 +1,26 +1,48 -1,17 0,559 0,0060 0,233
F1RFDO SEC14L2: SEC14-like protein 2 330,11 7 +1,38 +1,48 -1,07 0,363 0,0240 0,5200
P49924 FABP1: Fatty acid-binding protein 489,42 6 +1,34 + 1,47 -1,09 0,465 0,0211 0,378
F1SQR6 AMDHD1: Amidohydrolase Domain Containing 1 304,11 6 +1,30 + 1,47 -1,13 0,405 0,0243 0,367
F1SA24 RDH11: Retinol dehydrogenase 11 272,41 5 +1,29 +1,45 -1,12 0,423 0,0063 0,349
F1RJH8 ASL: Argininosuccinate lyase 1042,37 15 +1,27 +1,45 -1,14 0,382 0,0080 0,2835
QITSX9 PRDXG6 : Peroxiredoxin-6 1016,49 13 +1,29 +1,42 -1,11 0,338 0,0012 0,339
Q8HXWO0 GULO : L-gulonolactone oxidase 258,61 6 +1,28 +1,41 -1,1 0,284 0,0196 0,420
F1S8V3 Cyp2c23 : cytochrome P450 2C23 821,97 14 +1,26 +1,41 -1,11 0,362 0,0219 0,425
FIRXT2 HDAC10 : Histone deacetylase 10 112,91 2 +1,31 +1,41 -1,08 0,298 0,0312 0,536
F1ST73 GRHPR : Glyoxylate and hydroxypyruvate 386,4 5 +1,21 + 1,40 -1,16 0,561 0,0028 0,229
reductase
13L7C2 LSS : Lanosterol synthase 246,14 4 +1,22 +1,40 -1,14 0,379 0,0045 0,236
F1RL81 HSD17B14 : 17-beta-hydroxysteroid 306,06 4 +1,21 +1,40 -1,15 0,434 0,0129 0,286
dehydrogenase 14
F1SHWS5 AGXT : Serine--pyruvate aminotransferase 315,72 5 +1,10 +1,40 -1,54 0,478 0,0518 0,016
P79381 EPHX1 : Epoxide hydrolase 1 1104,61 18 +1,21 +1,39 -1,15 0,431 0,0063 0,275
I13LL15 UOX : Uricase 305,35 7 +1,19 +1,39 -117 0,316 0,0070 0,228
F1S0Vv2 ANXAG : Annexin A6 256,37 3 +1,20 +1,38 -1,15 0,623 0,0258 0,295
F1S604 GSTM2 : Glutathione S-Transferase Mu 4 282,4 5 +1,17 +1,38 -1,18 0,458 0,0507 0,291
13LGPO Ddx1 : Atp-Dependent Rna Helicase 94,09 2 +1,09 +1,38 -1,26 0,592 0,0644 0,188
F1IRMH5 UROC1 : Uncharacterized protein 777,41 14 +1,20 +1,37 -1,14 0,523 0,0004 0,239
F1SUB1 PCBD1 : Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 227,35 4 +1,28 +1,37 -1,07 0,644 0,0064 0,407
13L688 GBEL1 : 1,4-alpha-glucan-branching enzyme 234,03 4 +1,25 +1,37 -1,09 0,358 0,0410 0,481
FIRVZ1 ACOX1 : Acyl-coenzyme A oxidase 519,76 8 +1,21 +1,37 -1,14 0,609 0,0429 0,316
13LKI5 DHCRY7 : 7-dehydrocholesterol reductase 102,26 2 +1,08 +1,36 -1,26 0,999 0,0047 0,105
I3LVF1 HAOL1 : Hydroxyacid Oxidase 1 1051,08 13 +1,18 +1,36 -1,15 0,527 0,0143 0,247
FIRVN1 NDUFV1 : NADH dehydrogenase [ubiquinone] 130,66 2 +1,16 +1,35 -1,17 0,526 0,0012 0,178
flavoprotein 1
P16549 FMOL1 : Dimethylaniline monooxygenase 1313,01 18 +1,18 +1,35 -1,13 0,499 0,0058 0,255
F1SGH9 ACOX2 : Acyl-coenzyme A oxidase 2 310,3 5 +1,19 +1,35 -1,14 0,626 0,0122 0,265
13LQ57 PTER : Phosphotriesterase related 181,81 3 +1,22 +1,35 -111 0,583 0,0211 0,342
046658 CYP2D25 : Vitamin D(3) 25-hydroxylase 1588,09 22 +1,29 +1,35 -1,05 0,385 0,0394 0,588
13LB27 UDP-glucuronosyltransferase 961,08 14 +1,25 +1,34 -1,08 0,520 0,0132 0,401
13LUV4 UGT2A1 : UDP-glucuronosyltransferase 2A1 609,82 8 +1,17 +1,33 -1,13 0,467 0,0031 0,257
I3LEB7 PODN : Podocan 173,82 4 +1,14 +1,33 -117 0,862 0,0040 0,212
13L6X2 AADACL : arylacetamide deacetylase-like 543,92 6 +1,18 +1,33 -1,13 0,520 0,0042 0,283
FIRUH7 TPMT : Thiopurine S-methyltransferase 120,8 2 +1,16 +1,33 -1,14 0,279 0,0094 0,183
I3LLT5 SUOX : Sulfite oxidase 76,88 2 +1,23 +1,33 -1,09 0,020 0,0098 0,446
F1RQL3 BCKDHB : branched chain keto acid 156,89 2 +1,17 +1,33 -1,14 0,335 0,0103 0,194
dehydrogenase
F1SM17 UGT1AG6 : Udp-Glucuronosyltransferase 813,87 13 +1,30 +1,33 -1,03 0,217 0,0571 0,721
P12026 ACBDL1 : Acyl-Coa-Binding Protein 225,21 3 +1,33 +1,33 -1,00 0,477 0,0882 0,655
F1S139 PSAT1 : Phosphoserine aminotransferase 401,26 5 +1,21 +1,32 -1,09 0,426 0,0153 0,420
I3LAK4 PKLR : Pyruvate kinase 752,14 12 +1,19 +1,32 -1,10 0,386 0,0210 0,348
13LJ68 UDP-glucuronosyltransferase 870,93 13 +1,11 +1,32 -1,19 0,709 0,0375 0,235
F1SGS9 CAT : Catalase 1930,32 23 +1,15 +1,32 -1,15 0,671 0,0410 0,320
F1SM81 TTC38 : Tetratricopeptide repeat protein 38 335,58 7 +1,16 +1,31 -1,13 0,535 0,0014 0,271
P00503 GOT1 : Aspartate aminotransferase 1210,72 15 +1,10 +1,31 -1,19 0,701 0,0048 0,143
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DPP3 : Dipeptidyl peptidase 3

AKR1D1 : Aldo-keto reductase family 1 member
D1

AKRT7A2 : Aflatoxin B1 aldehyde reductase
member 2

COASY : Bifunctional coenzyme A synthase
EPHX2 : Bifunctional epoxide hydrolase 2
FAHD2A : Fumarylacetoacetate Hydrolase
Domain-Containing Protein 2a

ALDH6AL1 : Aldehyde dehydrogenase 6 family
member Al

GCLC : Glutamate--cysteine ligase catalytic
subunit

INMT : Indolethylamine N-Methyltransferase
EHD3 : EH domain-containing protein 3
ATP50 : Atp Synthase Subunit O

ACAAL : Acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1
APOQE : Apolipoprotein E

NAPA : Alpha-Soluble Nsf Attachment Protein
PGKZ1 : Phosphoglycerate kinase

TKT : Transketolase

ATL3 : Atlastin-3

GCAT : Glycine C-acetyltransferase
ALDH7AL : Aldehyde dehydrogenase 7 family
member Al

NDUFA4 :NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1
subunit C2

CFL2 : Cofilin-2

SEPHS2 : Selenide, water dikinase

COPS4 : COP9 signalosome complex subunit
ACSM4 : Acyl-CoA synthetase medium chain
family member 4

HNRNPHL : Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H

NIPSNAP1 : Protein NipSnap homolog 1
TBL2 : Transducin beta-like protein 2

ACATL : acetyltransferase

SCARB?2 : Lysosome Membrane Protein 2
DMGDH : Dimethylglycine Dehydrogenase
AP2B1 : AP complex subunit beta

GBEL : 1,4-Alpha-Glucan Branching Enzyme 1
COMT : Catechol O-methyltransferase

COPZ1 : Coatomer Subunit Zeta-1

SEC14L3 : SEC14-like protein 3

GK : glycerol kinase

PDIA4 : Protein Disulfide-lsomerase A4
GALK1 : Galactokinase

GSN : Gelsolin

PRODH?2 : Proline dehydrogenase

LAP3 : Cytosol aminopeptidase

THNSL1 : Threonine synthase-like 1

AP2A1 : Ap-2 Complex Subunit Alpha-1
PSMD?2 : 26s Proteasome Non-Atpase Regulatory
Subunit 2

PON2 : Paraoxonase 2

HSDL2 : Hydroxysteroid dehydrogenase-like
protein 2

TKFC : Triokinase/FMN cyclase

DHRS4 : Dehydrogenase/reductase SDR family
member 4

GBA3 : Cytosolic beta-glucosidase 3

ACAAZ2: Acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2
AARS : Alanine--Trna Ligase

SARS : Serine--Trna Ligase

FKBP1A : Peptidylprolyl Isomerase

CFB : Complement factor B

MGST3 : Microsomal glutathione S-transferase 3
PLG : Plasminogen

PC : Pyruvate carboxylase

SERPINGL1 : Plasma protease C1 inhibitor

HP : Haptoglobin

NT5C2 : 5'-nucleotidase, cytosolic 11
PC : Pyruvate carboxylase

GYS2 : Glycogen [starch] synthase
LCP1 : Plastin-2
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C4BPA : C4b-binding protein alpha chain
SERPINF2 : Alpha-2-antiplasmin

GIMAP4 : GTPase, IMAP family member 4
C3: Complement C3

HSPA1B : Heat shock 70 kDa protein 1B
PZP : Pregnancy Zone Protein

FGA : Fibrinogen Alpha Chain

IGKC : Glyoxylate and hydroxypyruvate reductase

CP : Ceruloplasmin

FGG : Fibrinogen gamma chain

FGB : Fibrinogen beta chain

FKBP11 : Peptidylprolyl isomerase

IGLC2 : Immunoglobulin Lambda Constant 2

EFHD?2 : EF-hand domain family member D2
A2M : Alpha-2-macroglobulin

CKAP4 : Cytoskeleton-associated protein 4
C3: Complement C3

SERPINAL : Alpha-1-antitrypsin

CRP : Pentaxin

C5 : Complement C5a Anaphylatoxin

SOD?2 : Superoxide dismutase

SERPINA3
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ITIH4 : Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
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ITIH4 : Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
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Figure 1: Protein-protein interaction (144 proteins) scheme generated from differentially regulated proteins by overfeeding (O) in comparison
to Control diet (C) using STRING software. Proteins without interaction are not presented. Results of proteins clustering into ten groups. Within
these eight clusters, five important metabolic processes or protein groups emerged using Panther and KEGG Mapper-Search Pathway: fatty
acid, steroid, carbohydrate, amino acids metabolic process and coagulation/complement cascades
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Publication N°2

A mix of dietary fibers increases mitochondrial activity
and lipid oxidation in muscle leading to an activated

alanine glucose cycle in overfed mini pigs

Ahmed Ben MOHAMED?, Didier REMOND?, Annick BERNALIER-DONNADILLE?, Frédéric
CAPEL?, Dominique DARDEVET?, Marie-Caroline MICHALSKI®, Fabienne LAUGERETTE?,
Benoit COHADE!, Noureddine HAFNAOUIY, Daniel BECHET!, Cécile COUDY-
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Figure 42 : Impact du butyrate sur la thermogenese du tissu adipeux brun (A) et la g-
oxydation musculaire (B). CPT1, Carnitine palmitoyltransferase | ; pAMPK, Phospho AMP
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Introduction :

Le travail présenteé ici est tres complémentaire des données présentées dans la publication
n°l et s’intéresse a 1’effet des fibres alimentaires fermentescibles sur le métabolisme des tissus
périphériques, en tenant compte de ’utilisation des nutriments par les tissus splanchniques. Le
contexte bibliographique est donc le méme que celui présenté precédemment.

Tout comme dans le cas du foie, plusieurs études se sont intéressées a 1I’impact de
supplémentations en AGCC per os sur le métabolisme énergétique musculaire et adipeux. Il a
notamment été montré par Gao et coll. (2009), chez la souris, qu’une supplémentation de 5%
(w/w) en butyrate dans le cadre d’un régime obésogene (58% des calories apportées par les
lipides) se traduisait, au niveau musculaire et du tissu adipeux brun, par une stimulation de la
biogenése et de la fonction mitochondriale, avec une accumulation des fibres de type I
(oxydatives) dans le muscle (Figure 42).

En complément des résultats observés sur le foie, et pour tenter d’expliquer ou les
nutriments énergétiques excédentaires sont utilisés chez nos mini-porcs femelles adultes en
surnutrition et supplémentées en fibres fermentestibles (O+F), nous nous sommes donc

focalisés sur les activités métaboliques du muscle et du tissu adipeux.

Matériel et méthodes :

Une vingtaine de mini-porc femelles ont été nourries avec un régime témoin (C, n=6) ou
un régime obésogene supplémenté (O + F, n=7) ou non (O, n=7) par un mélange de fibres
fermentescibles présent dans un pain (20% inuline, 20% pectine et 60% amidon résistant). Les
animaux ont été cathétérisés au niveau de l'aorte, la veine porte et la veine sus-hépatique,
permettant ainsi de mesurer les flux sanguins. Toutes les mesures et analyses plasmatiques et
tissulaires ont été effectuées a 1’état a jeun avant (D1), 14 (D14) et 56 (D56) jours apres
I’adaptation aux régimes O et O+F. Apres 8 semaines (D56) de régime, les animaux O et O +
F ont été euthanasiés et des échantillons de muscle, tissu adipeux, jéjunum et caecum ont été
prélevés, pour des analyses en RT-qPCR et des analyses histologiques. Enfin, des féces ont été
collectés pour déterminer la teneur en AGCC dans les eaux fécales, aux trois périodes clés
d’adaptation aux régimes (D1, D14, D56).
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Figure 43 : Histogramme des aires transversales des fibres musculaires dans le bicep fémoral
(A) et le muscle plantaire (B) de porcs Ossabaw. C, control ; MetS, normolipidémique ; DMetS,
dyslipidémique (442)
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Résultats majeurs /discussion :

La supplémentation en fibres fermentescibles se traduit par une augmentation de 1’activité
mitochondriale musculaire (oxydation des acides gras) comme en témoigne 1’augmentation de
I’expression des génes suivants (Acox (+41%, p=0,08), Ucp2 (+51%, p=0,03), sdha (+72%,
p=0,04), Cptl-m (102%, p=0,04), O+F vs O). Cette activité métabolique musculaire semble
régulée par les facteurs de transcriptions (MRNA de Pgcla (+58%, p=0,02), Ppara. (+46%,
p=0,08) et nrf2 (+182%, P<0.001) O+F vs O). L’ensemble de ces régulations sont associées a
une altération du phénotype musculaire avec une taille des fibres en moyenne plus faible dans
le groupe C et O+ F comparé au groupe O, suggérant une augmentation relative des fibres de
type oxydatives, connues pour étre de surface plus petite que les fibres glycolytiques ou mixtes
(444). En effet, les régimes de type « western diet » sont connus chez I’homme (mais aussi chez
le mini-porc) pour induire une augmentation de la taille des fibres comme montré par Clark et
coll. (2011) (Figure 43). La comparaison entre les animaux C et O montre bien une
augmentation de la taille moyenne des fibres (Figure 3A dans la publication n°2), le régime
O+F présentant un phénotype similaire a celui des animaux C. Cette augmentation de 1’activité
oxydative mitochondriale des muscles et des mécanismes de régulation associés (PGC-1a en
particulier) lors de la supplémentation en fibres fermentescibles est cohérente avec des résultats
similaires obtenus chez des souris supplémentées en butyrate (423) (Figure 43).

Au niveau du tissu adipeux sous-cutané, une activation significative de 1’expression de
Ppara (+41%, P<0.05) et Cptl (+64%, p=0.05) (O+F vs O) est observée. Ceci suggére, comme
dans le muscle, une stimulation de I’activité oxydative mitochondriale, mais cet effet non
retrouvé sur I’ensemble des génes testés, reste a confirmer (Cpt2, Acox, Sdha, Ucp2 non
modifiés par la supplémentation en fibres). Il est a rappeler que 1’augmentation de ’activité
oxydative observée dans les tissus adipeux des souris de Gao et coll. (2009) (423) ne sont pas
comparables a ceux observés chez nos mini-porc car nous avons mesuré les activités sur le tissu
adipeux sous cutané (blanc) alors que Gao et coll. ont réalisé leurs mesures sur le tissu adipeux

brun.
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Le role des AGCC en tant que médiateurs des effets métaboliques observés a D56 est
probablement mineur. En effet, les mesures des concentrations plasmatiques en AGCC en veine
porte ainsi que les bilans nets splanchniques en AGCC a D56 sont similaires pour O et O+F
malgré des niveaux d’AGCC fécaux augmentés a D14 relativement chez O+F (+345%, p=0,05
pour les AGCC totaux) qui restent supérieurs chez O+F relativement a O a D56 (p=0,06). Il est
donc probable que 1’action des fibres (via ou non les AGCC) se fasse de maniére indirecte en
stimulant la synthése de peptides digestifs (ARNm Gcg: + 262% dans le jéjunum, O + F vs O
qui est un précurseur de la synthese de GLP-1 en particulier) ou en activant des récepteurs,
notamment des récepteurs aux AGCC (ARNm Gpr41: + 214% dans le caecum P =0,01, O + F
vs O). Le role d’autres types de molécules/métabolites signaux n’est pas a exclure mais

nécessiterait une étude approfondie par métabolomique.

Conclusion :

Notre étude montre donc qu'une supplémentation en fibres alimentaires fermentescibles
de 25g par jour chez des mini-porcs femelles adultes, dans une situation de surnutrition, permet
de stimuler I’activité oxydative des tissus périphériques, et en particulier le muscle et dans une
moindre mesure le tissu adipeux. Cette activation de la B-oxydation pourrait étre liée a un effet
signal des AGCC sur leur récepteur, en particulier GPR43 (activé préférentiellement par
’acétate). Or, les niveaux d’AGCC dans le sang périphérique est similaire entre les animaux en
surnutrition avec ou sans supplémentation en fibres. L’ensemble de ces observations laisse
penser que 1’action des fibres sur les tissus périphériques (muscle et tissus adipeux), dans le
cadre de notre étude, serait médié par d’autres molécules relai comme GLP1. En effet,
I’expression de GCG (précurseur de GLP1 et 2) ainsi que I’expression de Gpr41 présent dans
les cellules L de I’intestin (cellules productrices de GLP et PYY) laissent penser a une
stimulation de la synthése de GLP1 qui, via une augmentation de la sensibilité & I’insuline,
pourrait expliquer 1’activation de la B-oxydation périphérique. Cette hypothése pourrait étre
confortée par une analyse des concentrations portales et périphériques en GLP1 et PYY qui
n’ont pas été dosés dans notre étude et ne peuvent plus 1’étre du fait de la forte labilité de ces
peptides dans le plasma (conditionnement des échantillons spécifiques pour GLP-1 notamment

avec ’utilisation d’antiprotéases évitant la dégradation du peptide lors de son stockage).
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Purpose. We aimed to determine if a supplementation of dietary fibers was capable to alter
specifically the metabolism of peripheral tissues (muscle and adipose) in overfed mini pigs.
And what may be the consequence on nutrients handling between peripheral and splanchnic

tissues (i.e. gut and liver)

Method. Twenty female mini-pigs were fed with a control diet (C) or an obesogenic diet
supplemented (O+F) or not (O) with fibers (mix of inulin, pectin and resistant starch) included
in a bread specifically designed for this study. Animals were surgically fitted with catheters in
aorta, portal and hepatic veins and blood flows measured by para-amino-hippuric acid infusion.
For O and O+F animals, net fluxes of glucose, lactate, urea, short chain fatty acids (SCFA),
amino acids were recorded in the fasted states at the beginning (D1), 2 (D14) and 8 (D56) weeks
following the adaptation to the experimental diet. Animals C, O and O+F were euthanized at
D56 and muscle, adipose tissue, caecum and jejunum samples were collected. Lastly, feces

were collected for determination of SCFA content in fecal water.

Result/discussion. O+F animals presented and increased capacity for fatty acids oxidation and
mitochondrial activity vs O animals as shown at mRNA level in the muscle level (acox, ucp2,
sdha, cptl-m) and to a lesser extend adipose tissues (acox). This was associated with a muscle
fibres cross sectional area (CSA) in O+F group close to C whereas CSA was higher in overfed
animals. An increased lipolysis activity was observed in muscle (+63% hsl mMRNA, p=0.07 O+F
vs O; +116% p=0.02 O+F vs C) and could fuel mitochondrial activity whereas no stimulation
of lipids entry was observed at mRNA level (slc27a4 p=0.34, O+F vs O). This increased
metabolic activity was regulated, in the muscle, by transcription factor pgcla and related genes
ppara and nrf2 (+58%, +46%, +182% for the 3 genes respectively, P<0.05, O+F vs O). A ppara
gene upregulation is also present in adipose tissue. The increased catabolic activity in O+F
animals, notably in the muscle, could be responsible for an increased alanine /glucose cycle, as
shown by the higher levels of arterial plasma alanine (+24%, P<0.05) and increased glucose net
release by the liver. The role of SCFA as mediators of these cross-talk modulations may be
minor as no significant differences for propionate and butyrate are measured in hepatic vein
and artery at D56. The role of digestive peptides (gcg mMRNA: +262% in jejunum, P=0.03 O+F
vs O) and increased sensitivity to SCFASs via their receptors (gpr4l mRNA: +214% in caecum
P=0.01, O+F vs O) are questioned.
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Introduction

In order to face the rapid increase of obesity and related diseases both in Europe and the
US (1, 2), the development of safe and efficient nutritional strategies capable to limit weight
gain and improve health status are in high demand. Among these strategies, the increase in
dietary fibers intake have been proven efficient to limit weight gain, improve insulin sensitivity
and metabolic homeostasis in various studies in humans and animal models (3, 4). Although it
has been found, in cohort studies, that dietary fibers intake is correlated to a decreased risk of
diabetes, cardiovascular diseases and even certain cancers (5, 6), the impact of dietary fibers on
health status is less known in a situation of overfeeding, when the requirements for energy are
substantially exceeded. Yet, such situations occur frequently when obese or overfed populations
are offered various foods naturally rich or supplemented with dietary fibers (such as bread for

instance) or when public health policies promote an increased intake of fiber-rich foods (7, 8).

The supplementation of dietary fibers in high fat / high sucrose or in overfed rats has
been proven to limit the deleterious effect of high fat diet on weight gain, insulin resistance
state, microbiota composition as well as gut and hepatic metabolism (9-11). Such a similar
effect has been shown in pig, an animal model closer to humans in terms of nutritional habits,
microbiota composition and digestive physiology/metabolism (12). A recent experiment from
our group showed that a mix of dietary fibers (resistant starch, pectin and inulin) included in a
bread, was capable to limit weight gain and lipids droplets accumulation in the liver of overfed
mini pigs, via a probable PPAR-regulated alteration of lipids entry within the liver (Mohamed

et al, submitted).

Among the mechanisms potentially involved in the positive impact of dietary fibers on
health, products of fibers fermentation by host microbiota (i.e. short chain fatty acids, SCFASs
(13)) have been investigated, and particularly propionate and butyrate (14, 15). SCFAs
supplementation presents a pleiotropic effect. At the splanchnic level, they impact on gut
inflammation and peptides release (16, 17), hepatic energy storage (as glycogen and lipid
droplets) and utilization (Mohamed et al, submitted) (18, 19). At the peripheral level (muscle
and adipose) less numerous studies tend to shown that SCFAs affect energy expenditure and
storage (20, 21).

Taken together, these data suggest that in a situation of over-nutrition, the beneficial
effect of dietary fibers (and/or molecules obtained after fermentation in the colon) at the whole
body level are the result of tissues-specific metabolic adaptations and shifts in energy use vs

storage, with notably a direct impact on the splanchnic tissues, namely gut/microbiota and liver
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(Mohamed et al, 2018, submitted) (22). Meanwhile, peripheral tissues such as muscle and
adipose tissues also adapt their metabolism after fibers supplementation and respond to signals
which remain poorly explored and may involve directly or indirectly SCFAs (20, 23).

In this context, the aim of the present study is dual. First, explore how dietary fibers
supplementation impact on energy distribution between the splanchnic area and peripheral
tissues in a situation of over-nutrition. Second, explore which metabolic pathways are
specifically regulated by fibers supplementation in the peripheral tissues (muscle and adipose).
Adult overfed female mini pigs were supplemented with a bread where 23% of the flour was
substituted or not with a mix of dietary fibers (inulin, resistant starch and pectin) (24). Blood
vessels of the animals were catheterized for measurement of nutrients net fluxes and utilization
across the gut, the liver (and overall splanchnic tissues). These quantitative nutrient fluxes
measurement are combined with the measurement of genes expression of major metabolic

pathways involved in nutrients use and storage in gut, muscle and adipose tissues.
Material and methods
Animals and experimental procedure

The study involved 20 female adult Yucatan minipigs with an average bodyweight of
34.8 + 1.5 kg at the beginning of the experiment. The animals were housed individually in pens
(1x1.5 m) in a ventilated room with controlled temperature (21°C) and regular light cycle
(L12:D12). At the beginning of the experiment, the 20 animals were fed with 500 g/day of a
standard diet (control diet (C)) containing 69,2% Starch, 17% protein, 3,3% fat, 5,5% cellulose,
5% ashes (Porcyprima; Sanders Centre Auvergne, Aigueperse, France) and had free access to
tap water.

After this adaptation period, animals were divided into three groups. Six pigs were used
as control animals (group C). The remaining 14 mini-pigs were then surgically fitted with a
catheter in the abdominal aorta, portal and hepatic veins. After 3 weeks of post-surgical
recovery, 7 mini-pigs received an obesogenic diet (group O) for 56 days consisting in the
regular pig diet (800g) as described above enriched with fat (10% palm oil w/w) and sugar
(10% sucrose w/w) (2570 kcal/kg) and 250g of regular bread (2044 kcal/kg). The last 7 mini-
pigs received the same 800 g of obesogenic diet, but regular bread was replaced by experimental
bread (1678 kcal/kg), in which 23% of the flour was substituted with a mix of dietary fibers
(group O+F) as previously described (24). The fiber mix consisted in 20% inulin, 20% pectin
and 60% resistant starch (Cargill, Minnetonka, Minnesota USA). Food intake was recorded

daily, and animals’ body weight was measured weekly.
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After an overnight fast, blood was sampled through the catheters on heparinized or EDTA
treated tubes, before the 1st day of overfeeding (D1) (i.e. the animals in the fasted state at D1
correspond to animals adapted to the standard diet), 14 days (D14) and 8 weeks (i.e. 56 days,
D56) after adaptation to each experimental (O and O+F) diets. Blood was centrifuged at 4.500
x g for 10 min, plasma rapidly collected and stored at -80°C until further analyses. At D56
minipigs of the groups C, O and O+F were euthanized after an overnight fast by intravenous
administration of Dolethal® (pentobarbitone sodium 200 mg/L, Vetoquinol®, France).
Samples of tissues (sub cutaneous adipose tissue, muscle (Longissimus Dorsi)) were rapidly
excised and freeze clamped. A sample of muscle tissue was fixed in ice isopentan and stored at
-80°C. lastly, jejunum and proximal caecum tissues were also removed and stored at -80°C.

All procedures were in accordance with the guidelines formulated by the European
Community for the use of experimental animals (L358-86/609/EEC, Council Directive, 1986)
and the accreditation number for the present study is C63 34514.

For measurement of plasma flow at D14 and D60, one hour before the blood samplings,
a solution of 0.185M of sodium p-aminohippurate (PAH) (pH 7.4) was injected firstly as a
flooding dose (5 mL of the PAH solution), then infused in the mesenteric vein at a rate of 12
mL/h. The plasma flows in each vessel was calculated according to the Fick principle (25). It
has to be noted that plasma flows and net nutrient fluxes were calculated only at D14 and D56
and not at D1 because D1 represents, for both O and O+F group, the control diet and not a
steady state of animals fed the O or O+F diets. For a comparison between O and O+F, the D1
time point was irrelevant and reflects mainly net fluxes of nutrients at a maintenance dietary

intake, basically very different from net fluxes measured in overfed animals at D14 and D56.

Analytical procedures

Glucose, lactate, urea and triacylglycerol (TG) concentrations were enzymatically
measured using commercial kits on a clinical chemistry analyser (ABX Pentra 400, Horiba
Medical, Montpellier, France). Plasma lipopolysaccharide binding protein (Cliniscience,
Nanterre, France) and interleukin 6 (IL-6) (Sigma Aldrich, St Louis, USA) levels were assayed
using a commercial ELISA kits. Beta-hydroxybutyrate (b-OH) and ammonia were
enzymatically measured using commercial kit (Sigma Aldrich, St Louis, USA).

For amino acids measurement, detailed procedures are described elsewhere (26). Shortly,
plasma samples were deproteinised with sulphosalicylic acid after adding norleucine (50 L,

1.25 mmol/L) as an internal standard. The supernatant was diluted (2/3) with a lithium injection
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buffer (Bioritech, Guyancourt, France) containing glucosaminic acid as an injection standard
and amino acids concentrations were determined with an amino acid analyzer (Hitachi L8900,
Sciencetec, Villebon/Yvette, France) by ion exchange chromatography (with post—column
derivatisation with ninhydrine. Indispensable amino acids (IAA) included histidine, isoleucine,
leucine, lysine, methionine, phenylalanine, threonine, tryptophane and valine; non-
indispensable amino acids (NEAA) included alanine, glutamate, glutamine, glycine, serine,
tyrosine, cysteine, citrulline, ornithine, arginine, proline, 3-methylhistidine; and branched-chain
amino acids (BCAA) included isoleucine, leucine and valine. Total amino acids (TAA) were
the sum of IAA and NIAA.

PAH concentration in plasma was measured according to (27), 250 pL of plasma samples
were deproteinized with sulphosalicylic acid acid , thoroughly mixed and centrifuged at 10000
g, 4°C, for 15 min. 80 L of the supernanant was deacetylated by adding 20 puL of 5M HCL
followed by an incubation at 90°C for 1 hour (28). Sodium nitrite (625 mg/L) was then added
manually. The samples were then inserted into the automotive ABX Pentra 400 (Horiba
Medical, France) which added successively ammonium sulfamate (0.64 g/L) and N-(1-Naphtyl)
ethylenediamine dihydrochloride (1 mg/mL). Concentrations were then determined by
comparison with PAH standard and read out at 600 nm.

Short chain fatty acids (SCFA) in plasma were measured using 1-(tert-butyldimethylsilyl)
imidazole (MTBSTFA) derivatization and analysis by gas chromatography (GC) according to
(29). Shortly, to 500 pL of plasma was added 50 pL of a mixture of 13C labelled 1-'3C-acetate
(4mM), 1-3C-propionate (1.5 mM), 1-3C-butyrate (0.6 mM) (Cortecnec, Voisins Le
Bretonneux, Fr) and 10 pL of 37% (v/v) HCL solution. 2 mL of diethyl ether was added to
plasma and the mixture was centrifuged (10 min, 2000 rpm). 50 pL of MTBSTFA (Tokyo
Chemical Industry, Tokyo, Japan) was added to supernatant for SCFA derivatization. The
mixture was injected in GC-MS system 7890A (Agilent Technologies California, USA) using
the splitless mode equipped with a quadrupole detector (5975C) and autoinjector (7683). The
ionisation mode was operated in electron impact (electron energy 70 eV). The GC system was
fitted with a nonpolar capillary column DB-5 MS (J&W Scientific, Folsom, CA, 30 m x 0.25
mm i.d x 0.25 pum film thickness) for chromatographic separation. Quantification of the SCFA
was performed using the Selected lon Monitoring acquisition Mode by measurement of the m/z
ratios of the specific 13C and *2C ions of each quantified SCFA and comparison to a standard
curve: 117/118 (*2C acetate/1-3C-acétate), 131/132 (*2C propionate/1-*C-propionate),
145/146 (**C butyrate/1-*C-butyrate). SCFA content in the feces was determined by NMR
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following a water extraction of feces samples.

RNA extraction and quantification

Total RNA Extraction from tissues and reverse transcription (RT)

Total RNA from sub cutaneous adipose tissue (300mg), longissimus dorsi muscle
(150mg), proximal caecum (100mg) tissues and jejunum (50mg) were isolated by using a
PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA USA) according to
manufacturer's protocol. Before sample processing with column RNase-free, tissues were
homogenized in 1ml (muscle, caecum, jejunum) or 2ml (sub cutaneous adipose) of TRIzol
Reagent (Ambion, Life Technologies, CA), then were centrifuged (100009 for 5 or 10 min at
4°C). The upper phase was collected and added with 200ul (muscle, caecum, jejunum) or 250l
(sub cutaneous adipose) of chloroform. After shaking vigorously for 15s, the tubes were
centrifuged (12000 g for 5 at 4°C). The upper phase (muscle, caecum, jejunum) was carefully
transferred to RNase-free column. The aqueous phase of sub cutaneous adipose tissue was
washed again with 400 pl of chloroform before being centrifuged and transferred to RNase-free
column (invitrogene). RNA samples purity was verified using NanoDrop spectrophotometer
(ND-1000, NanoDrop Technologies Inc., USA) and RNA (1ug) integrity was verified on 1 %
agarose ethidium-bromide-stained gel. cDNA was obtained from 1ug of RNA using the high-
capacity cDNA reverse transcription kit ((AB Applied Biosystems, Foster City, CA USA),

containing a mix of random primers and oligo(dT), according to the manufacturer's instructions.

Quantitative real-time PCR (RT-gPCR) methods and data analysis

cDNA was diluted 1:20 in RNAse free water. Pre-amplification was performed using
PowerUp SYBR Green Master Mix (AB Applied Biosystems, life technologie, woolston
warington UK). Real-time quantitative PCR was carried out on a Bio-Rad CFX-96 detection
system with quantitative q°PCR SYBR Green reagents. Primer sequences are available upon
request (Sigma Aldrich) (see Table 2). PowerUp SYBR Green Master Mix (7.5 uL) was mixed
with 0.3 uL of forward (10uM) and reverse (10uM) primer mix and 2 pL of diluted cDNA, and
incubated at 95°C for 10 min. PCR conditions were standardized to 40 cycles of: 95°C for 15s,
59°C for 30s and 65°C for 5s. Relative quantification of the target genes were done using Eefla
housekeeping gene (caecum, jejunum). Relative quantification was made using the comparative
ACt method for muscle (Rps9, Tbp, Gapdh and Hrpl housekeeping genes) and sub cutaneous
adipose (Actin, Eefla, Rps9, Tbp, Gapdh and Hrpl Housekeeping genes).
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Primer design
Primers were designed using Primer3 software (Whitehead Institute for Biomedical

Research/MIT Center, Cambridge, MA, USA), while gene sequences were obtained from
public databases (PubMed, Ensembl). If possible, primers were designed to span intron/exon
boundaries to prevent amplification of contaminating genomic DNA, if present. BLAST
searches were performed to ensure the absence of intraspecies polymorphisms at the primer
site. Primers were designed so that they are overlapping an intron.

Calculations

Net nutrient fluxes through the gut (viscera drained by the portal vein), the liver and total
splanchnic tissues (gut + liver) were calculated as described by (25). The net nutrient fluxes
were calculated as differences between the afferent flux and the efferent flux. Consequently, a
positive net flux indicates a net release whereas a negative net flux indicates a net uptake.

Metabolites (MET) net gut release (or net portal appearance) was calculated as follows:
([IMET]pv-[MET]A) X PFpv Where PFpy is the portal plasma flow, [MET]pv and [MET]a the
metabolite concentrations in the portal vein and the artery respectively. The net hepatic flux of
metabolites was calculated as follows: ([MET]nv X PFruv — ([MET]pv X PFpv + [MET]A X PFAR)
where [MET]nv, pv and a is the metabolite concentrations in the hepatic vein, portal vein and
artery respectively and PF 1y, pv and a are the plasma flows in the hepatic vein, portal vein and
artery respectively. Lastly, the net flux of metabolites across overall splanchnic tissues was
calculated as follows : ([MET]nv-[MET]a) X PFrv where PFry is the plasma flow in the hepatic
vein and [MET]Hv and a the metabolite concentrations in the hepatic vein and artery.

Statistics

All data are expressed as means + SEM. Comparisons of data between D1, D14 and D56
in the fasted state for plasma metabolites concentrations and D14 and D56 for net nutrient fluxes
were performed using a two way (time and diet effects) repeated measures ANOVA (SigmaPlot
12, Systat software, San Jose, USA) followed by a post hoc analysis using the Tukey test.

Comparisons between diets at D56 (data obtained in tissues) in the fasted state were
obtained using a one way (diet effect) ANOVA (SigmaPlot 12, Systat software, San Jose, USA)
followed by a post hoc analysis using the Tukey test.

Comparisons between diets for muscle fiber cross-sectional area was determined by
students’ t test calculated for each fiber-size range.

Differences were considered significant if P < 0.05 and as a tendency (t) for 0.05<P<0.1.
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Results

The impact of the dietary fibers supplementations to the overfed mini-pigs was firstly
described at the tissues level (muscle, adipose and gut) and the alteration of the metabolic
activities observed analyzed in light of 1/ the concentrations of the major nutrients available to
the peripheral tissues (arterial and hepatic vein concentrations) and 2/ the net nutrients fluxes

measured at the splanchnic level because it impacts on nutrients availability.

Dietary fibers supplementation and impact on muscle (longissimus dorsi) phenotype and genes

expression.

Over-nutrition induced a shift in longissimus dorsi fiber size, with an increased number
of larger muscle fibers in the O group relatively to O+F but also C for fibers CSA from 6300-
7000 to 9100-9800 pm? (P<0.05) (see Figure 1A for details). On the contrary, muscle fiber size
distribution was similar between C and O+F animals. Glycogen content in the muscle of O
animals was significantly lower (-48 %, P<0.05) relatively to C and intermediate in O+F group
(not different from O and C) (Figure 3C). Triglycerides content in muscle the three groups was
similar (Figure 3B).

Many genes expression concurred to show that fibers supplementation limited lipids
storage/entry in the muscle and facilitated lipids catabolism. Indeed, several genes involved in
fatty acids oxidation and mitochondrial activity were higher in O+F group relatively to both C
and O groups (+41%, +72%, +51%, +102% in O+F vs O for Acox (P=0.08), Sdha (p=0.04),
Ucp2 (p=0.03) and Cpt1-m (p=0.04) respectively), suggesting an increased activity of oxidative
and mitochondrial activity in the fiber supplemented group of pigs relatively to overfed animals
(Figure 1B). For these four genes, C and O groups were not different. A gene regulating
degradation of triglycerides into free fatty acids (Hsl gene) was also more expressed into the
fasted state by fibers supplementation relatively to control and overfed animals (+ 116 % O+F
vs C, P=0.02; +63% O+F vs O, P=0.07). Lipids entry within the cell may have been limited as
Slc27a4 expression was significantly decreased (-57 %, O+F vs C, P=0.05) whereas values for
O animals was intermediary (not significantly different) between C and O+F. O animals
presented, as for Slc27a4, an intermediary expression level. As could be expected with
overfeeding, de novo lipogenesis (Fasn expression) was increased significantly (+195%,
p=0.03) in O+F animals relatively to Controls. On the contrary, Hexokinase (Hk1), involved in
glucose (or other hexoses) phosphorylation (i.e. first step of glycolysis) in muscle, is decreased
by fiber supplementation (-69%, P=0.05 O+F vs C) and to a rather similar extend in O group,
even if not significant (-54%, P=0.14, O vs C).
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These metabolic activities are known to be regulated by several proteins and among them
Srebplc whose level of expression was similar between C, O and O+F groups. However, the
level of expression of genes coding for other proteins involved in the regulation of energy
metabolism and homeostasis were specifically increased by O+F diet: Ppara and Pgclo (+50%
and +107% O+F vs C, P=0.07 and 0.002 respectively; +46% and +58%, O+F vs O, P=0.08 and
0.02 respectively) whereas the level of expression of both genes remained similar between C
and O groups. Lastly, a transcription factor Nrf2 involved in the regulation of antioxidant
proteins was strongly increased by fibers supplementation (+197%, O+F vs C, P<0.001,
+182%, O+F vs O, P<0.001) whereas C and O remained similar. Lastly, the expression of Tnfa

and 11-6 were not different between diets.

Dietary fibers supplementation and impact on sub-cutaneous adipose tissue, caecum and

jejunum genes expression.

Contrarily to muscle, some but not all genes measured involved in fatty acids beta
oxidation and mitochondrial/lysosomal activities were significantly increased by fibers
supplementation in adipose tissues (Figure 2). This was the case for Acox that tended to be
increased in O+F group vs C (P=0.07), with O intermediary (Figure 2). This was also the case
for Cptl-I gene expression that remained upregulated at the level of C in O+F group relatively
to O (+64%, P=0.05). For mitochondrial Cpt2 and Sdha gene expression, O and O+F were not
different but upregulated relatively to C (Diet effect p=0.004 and 0.02 for Cpt2 and Sdha
respectively). Aside from oxidative activity, an upregulation of Fatty acids synthesis by Fasn
was stimulated by overfeeding (with or without dietary fibers supplementation) (Diet effect,
p=0.001) observed whereas triglycerides hydrolysis (by Hsl) was not affected by dietary
intervention. These metabolic processes were under the regulatory control of several
transcription factors, and among them Ppara. Ppara gene expression was increased by fibers
supplementation relatively to control and overfed animals (+94% and + 41%, P<0.05 for O+F
vs C and O groups respectively). This was not supported by alteration of srebflc expression
level, unaltered in this tissue. Glut4 glucose transporter was not modified by dietary
intervention (Diet effect: 0.76) whereas lactate Mctl transporter expression was significantly
increased (+134 %, P<0.001) in overfed animals supplemented with dietary fibers relatively to
C (O group is intermediate). Lastly, Gpr43 (G protein receptor) expression level was down
regulated by overfeeding (-50%, p=0.02) whereas expression level in O+F group was
intermediate and not significantly different between C and O. Concerning inflammation, 7nfa

expression was decreased after 2 months of overfeeding (C vs O, P=0.05) whereas O+F group
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was similar to control normally fed animals. 11-6 expression was not significantly modified.

At the gut level, expression level of short chain fatty acid receptor Gpr4l in caecum and
pro glucagon, Glpl and 2 genes (Gcg) in jejunum were upregulated by fibers supplementation
(+214%, P=0.01 and +262% P=0.03, O+F vs O for Gpr41 and Gcg respectively).

Metabolites concentration in the fasted state and net splanchnic fluxes.

Metabolites concentrations

The alterations of the metabolic activities described in muscle and adipose tissues depend
on (but also are influenced by) the concentrations of many plasma metabolites and regulatory
molecules present in artery and hepatic vein.

Arterial concentrations insulin, HOMA-OR, lactate urea, betahydroxybutyrate,
propionate, total SCFAS, and several amino acids (leucine, valine, isoleucine, phenylalanine,
methionine, histidine, alanine, glutamate, glycine, serine, arginine, citrulline, cysteine,
ornithine, asparagine, aspartate, taurine) tended or were significantly altered by overfeeding but
very few were significantly different between O and O+F diets (except for alanine, P=0.07, diet
effect) (Table 1). Some of these results have already been presented in detail elsewhere
(Mohamed et al, submitted).

At the hepatic vein level, overfeeding effect was also preponderant on the following
metabolites (lactate, beta-hydroxybutyrate and many amino acids: isoleucine, valine,
phenylalanine, methionine, histidine, glutamate, glycine, arginine, citrulline, ornithine,
asparagine, taurine; Diet effect p<0.05) (Table 1) and dietary fibers supplementation led to an
increased hepatic vein concentrations for glucose (p=0.07, Diet x Time) or acetate (p=0.06,
Diet) (Table 1) whereas other metabolites concentrations such as alanine (p=0.06, Diet, p=0.10
Diet x Time), serine (diet, p=0.1), glutamine (diet x time : 0.08), ornithine (diet x time : 0.07)
tended to be altered specifically by dietary fibers supplementation.

Net splanchnic fluxes concentrations

Although SCFAs concentration in the artery was not altered by fiber supplementation, it
was not the case within the lumen of the gut where an increased concentration of acetate was
observed in the fecal water at D14 and D56 vs D1 in fiber supplemented animals (Diet effect
p=0.06) (Figure 3A). This was not followed by an increased net portal drained viscera release
of acetate (diet effect 0.11), nor an increased splanchnic release (diet effect: 0.13). For both
propionate and butyrate, and similarly to acetate, an increased concentration in the fecal water
both at D14 and D56 vs D1 was observed (Diet effect: p=0.05 and 0.08 for propionate and

butyrate respectively). However, and contrarily to acetate, an increased net release of
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propionate and butyrate in the portal vein tended to occur at D14 (Diet x Time effect = 0.06 and
0.09 for propionate and butyrate respectively; O vs O+F : p=0.04 and 0.03 at D14 for propionate
and butyrate respectively) but was no more significant at D56 (Figure 3B). This occurred
simultaneously with an increased net hepatic uptake of propionate (Diet x Time effect =0.08).
At overall splanchnic level, an absence of Diet effect and Diet x time effect on propionate and
butyrate net release by total splanchnic tissues over the entire experimental period.

For glucose and lactate, the fibers supplementation did not impact on their net gut release
in the portal vein. On the contrary, a significant Diet and Time x Diet effect for glucose (P<0.05)
and Diet effect (P=0.06) for lactate were observed in the liver (Figure 4). Net hepatic release
was increased by fiber supplementation at D56 for glucose (+320 %, P=0.01) and D14 for
lactate (x17.9 P=0.04). At hepatic level, a Time effect (P=0.001) within the fiber supplemented
group was also observed for glucose (Figure 4). The consequence was an increased net release
of glucose and lactate by the overall splanchnic tissues in the fiber supplemented animals at
D56 for glucose (Diet x Time: 0.04, p=0.03 at D56 for O Vs O+F) and D14 and D56 for lactate
(Diet: 0.005, p=0.03 and 0.02 at D14 and D56 respectively for O Vs O+F).

The fibers supplementation had no effect on net urea uptake (recycling) by the gut (net
PDV release similar between O and O+F), net hepatic release and net overall splanchnic release.
For other metabolites (ammonia, beta-hydroxybutyrate and individual amino acids), net PDV,
hepatic and TSP fluxes were calculated and not strongly modified (no significant Diet or Diet

x Time effects observed) by fibers supplementation (Supplementary Table 1).
Discussion

The aim of the present study was to explore, in a situation of overnutrition, the impact of
a mix of dietary fibers supplementation on nutrients utilization and handling by both splanchnic
area (gut and liver) and peripheral tissues in adult mini pigs. We observed, looking at the net
splanchnic release of nutrients, that the splanchnic area released more glucose and lactate when
fibers were supplemented. Lipids entry and storage within the liver was also limited, as already
published elsewhere (Mohamed et al, submitted). This suggests that energy storage and
utilization by the splanchnic area (and notably the liver) was decreased by fibers
supplementation. Accordingly, we observed specific metabolic adaptations at peripheral level
(i.e. muscle and adipose tissues) due to this overall increased energy supply to these tissues in

the overfed animals supplemented with fibers.
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Overfeeding and fibers supplementation: impact on muscle structure and metabolic
activities

Structural and phenotypic changes were observed at muscle level (longissimus dorsi) both
after overnutrition and fibers supplementation. We observed that overnutrition led to an
increased average of muscle fibers cross sectional area (CSA). This is consistent with data
already reported in obese humans (30-32) and overfed pigs from various breeds including
Yucatan (33, 34). This increased fibers CSA that has been demonstrated to correlate with
obesity in various studies (33), could limit oxygen and nutrients supply within the muscle fibers,
and consequently impact on muscle function and metabolic activity. More interestingly, and
somewhat more original, dietary fibers supplementation in overfed animals inhibited the CSA
shift observed in overfed alone pigs, with CSA muscle fibers from O+F pigs similar to control
animals. Hence, the muscle fibers CSA of the O+F pigs correspond more to a “lean” phenotype.

The fiber sizes alterations observed in overfed animals were not accompanied by an
increased muscle triglycerides content, suggesting that our animals were still at the onset of
development of metabolic perturbations induced by overfeeding, as already observed in
normolipidemic pigs fed an hypercaloric diet (33) where fibers CSA were altered without any
impact on the number of intramyocellular lipid droplets. Taken together, these data suggest that
obesity induced alteration of muscle fibers CSA probably occurred before any alterations of
lipid profile in the muscle could be observed.

This difference in muscle phenotype observed in overfed fiber supplemented pigs
relatively to overfed non supplemented animals was also true metabolically as an increased
capacity for fatty acids oxidation and an activation of mitochondrial activity was also
demonstrated (increased expression level for Acox, Sdha, Ucp2 and Cptl-m for O+F animals
vs O and C). This increased capacity for fatty acids catabolism and mitochondrial activity in
the muscle, leading to an increased utilization of lipids in muscle, can be one of the explanations
why the liver remained relatively protected from lipids storage in dietary fiber supplemented
animals (see Mohamed et al, 2018, submitted). Such an upregulation of muscle genes
expression and enzymes involved in fatty acids oxidation and mitochondrial activity has been
shown in rodents both after soluble fibers (i.e. Psyllum or epilactose) (21, 35) or butyrate (20)
supplementation when the animals were in a situation of overfeeding or during obesity
development. A mitochondrial dysfunction and reduction of oxidative capacities in the muscle
of obese and insulin resistant volunteers/models has been repeatedly demonstrated (36, 37) and
targeting mitochondrial dysfunction (as could be the case with dietary fibers supplementation)

might improve muscle insulin signaling (38). The pathway of lipids catabolism could also be
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fueled by a mobilization of fats within the muscle via an increased expression of the hydrolase
HSL in fibers mix supplemented animals, as already observed in muscle during exercise (i.e.
when energy demand within the muscle is also stimulated (39)). The existence of such a
mechanism within the muscle of dietary fiber supplemented animals, where muscle
mitochondrial activity is also stimulated, should require to be further investigated. The
triglyceride content within the muscle, similar within the 3 groups of animals cannot help to
validate or invalidate this hypothesis.

A controller of energy metabolism/mitochondrial function in our study, Pgc-/a,
significantly increased in dietary fiber supplemented group vs O and C, is a good candidate to
modulate and stimulate energy catabolism. First, Pgc-/a is known to be down-regulated during
the development of insulin resistance, obesity and mitochondrial dysfunction (40, 41) in parallel
with Pgc-/a target/associated genes : Nrfl, Nrf2 or Ppara (20, 40, 41). On the contrary, Pgc-
1o is generally up-regulated by butyrate or fiber supplementation (20, 35) even if not always
(42). In the present study, following the increased Pgc-/a mRNA expression, associated genes
Nrf2 and Ppara (41) were, as expected, significantly increased following fibers
supplementation. Nrf2, known to regulate antioxidant defense responds to the increased
production of reactive oxygen species produced by the activated mitochondria and oxidation
processes (43). Lastly, a potential link can arise between Pgc-/a and fibers sizes : Pgc-/a is
known to be more expressed in muscles rich in type I fibers, which means that an enrichment
in oxidative fibers in O+F animals can be hypothesized in our pigs’ muscles and explain the
relatively smaller fiber area (lower average CSA) observed in O+F animals vs O, since a higher
oxidative capacity is generally associated with a lower fiber size in muscle (44).

In the present study and contrarily to what generally found in the literature (45), the
increased lipids oxidation does not seem to be associated with an increased stimulation of
systems involved in lipids entry within the cell, as shown with the absence of difference in
Slc27a4 (also named Fatp4) gene expression between O and O+F. However, lipids transporters,
and among them Slc27a4, are known to be regulated by complex translocation mechanisms
(46), and not solely by transcriptional regulations. This means that an increased lipids entry
within the cells following fibers supplementation in our situation of overfeeding cannot be

entirely excluded, even if not measured.
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Overfeeding and fibers supplementation: impact on adipose tissue metabolic activities

Such as for muscle, an increased lipids oxidation can be hypothesized in adipose tissues
(Cptl gene expression significantly above O group in fibers mix supplemented animals, Acox
gene expression increased in O+F group vs C and O intermediary between O+F and C). The
fact that Ppara is also more stimulated in animals supplemented with the mix of fibers
(similarly to what observed in the muscle) tend to sustain the hypothesis of an increased lipids
catabolism in the adipose tissue. However, the impact on the diet on this pathway is not as
straightforward as for muscle because other genes expression (Cptl, Sdha, and Ucp2) involved
in mitochondrial/lysosomal activities or lipids catabolism are not differentially modulated in
fibers supplemented animals relatively to O. Nevertheless, a stimulated fatty acids oxidation in
adipose tissues has been shown to be increased in animal models following short chain fatty
acids or fibers supplementation (23, 47), with a switch from lipogenesis to fat oxidation (23).

Similarly to what observed at muscle level, lipids synthesis is stimulated by energy
overload in overfed animals (supplemented or not with fibers), as shown by Fasn gene
expression upregulation after overfeeding, suggesting that regulatory mechanisms of lipids
handling following dietary fibers supplementation is more focused on stimulation of catabolism
than inhibition of synthesis. However, and contrarily to muscles where Hsl increased gene
expression in O+F animals tended to limit lipids storage as triglycerides and increase lipolysis
within the muscle, no such specific regulatory mechanisms exist in adipose tissues with Hsl
MRNA levels unaltered whatever the diet considered. Concerning the increased storage
capacity via extracellular lipolysis mediated by lipoprotein lipase (LPL), the story is different
because Angptl4, an inhibitor of lipoprotein lipase is significantly decreased in O+F animals vs
C whereas O is intermediary between C and O+F. An increased LPL activity (due to a lack of
inhibition of angptl4) in O+F group might increase the buffering capacity of the adipose tissues
by increasing LPL-mediated triglycerides extraction, increase clearance of triacylglycerol, and
increase whole body insulin sensitivity (15), as also shown in ANGPTL4 KO mice (48). An
increased insulin sensitivity at the adipose level in animals supplemented with fibers can be
hypothesized from these data as insulin is known to decrease mRNA levels of Angptl4 in mice
adipocytes (49). This metabolic adaptation could prevent lipids deposition in other tissues, and
notably liver, as already shown in a previous work (Mohamed et al, 2018, submitted). As no
alteration of plasma triglycerides or free fatty acids concentrations was observed throughout
the experimental period of overfeeding, this hypothesis should require further investigation
(Mohamed et al, 2018, submitted).
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Consequence of the activation of lipids catabolism in the peripheral area on overall energy

metabolism.

Levels of betahydroxybutyrate (b-OH) were not altered by fiber supplementation
(Tablel). B-OH can be synthesized both in the gut from butyrate (50) or in the liver. The
increased butyrate level present in the fecal water from fiber supplemented animals may have
led to an increased release of b-OH in periphery, as also shown after butyrate infusion by (50).
At the hepatic level, we have already demonstrated an absence of impact of dietary fibers
supplementation in overfed animals on fatty acids oxidation and consequently probably no
impact on production of b-OH (Mohamed et al, 2018, submitted). The relative importance of
b-OH production at the gut level relatively to b-OH production from the beta-oxidation process
should require further investigation.

Nevertheless, the increased catabolism of lipids at peripheral level must have generated
an accumulation of acetylCoA flux and pool size and activation of the Krebs cycle. As
acetylCoA is known to inhibit pyruvate dehydrogenase kinase (51), this must have led to an
accumulation of pyruvate (from glycolysis) with pyruvate utilization redirected towards
reduction into lactate and transamination into alanine in the muscle (52). In our study, muscle
acetylCoA in O+F animals is clearly directed towards Krebs cycle whereas pyruvate utilization
is shifted from synthesis into acetyl CoA (from PDH activity) to alanine synthesis (53) and
stimulation of the alanine glucose cycle (54) at the whole body level. The increased plasma
concentrations of alanine in artery and hepatic vein of overfed fiber supplemented animals
relatively to overfed alone animals confirm the preferred utilization of pyruvate towards
synthesis of alanine whereas alanine is used for gluconeogenesis at the hepatic level (as
observed with the increased net hepatic glucose production (Figure 2)). Unfortunately, due to a
high variability of the data, no significant increased alanine uptake was observed at hepatic
level to definitely validate this hypothesis of increased hepatic alanine utilization for
(presumably) glucose synthesis (supplementary table 1).

The increased lactate production by the muscle from pyruvate and activation of the Cori
cycle could also occur even if arterial concentrations of lactate were not significantly increased
by fibers supplementation. This mechanism could also participate to the increased net glucose
hepatic production in fiber supplemented animals. The overflow of alanine to the liver, leading
to a stimulation of glucose net production could be responsible for an increased pyruvate pool
size in the liver and an incomplete utilization of alanine for gluconeogenesis and lactate

production (figure 2). All these metabolic adaptations at muscle and hepatic levels must have
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concurred to an overall stimulation of Cori and alanine-glucose-cycles, leading to an energy

expenditure and utilization of ATP generated by lipids catabolism at peripheral level.

Mediators of these metabolic adaptation to fibers supplementation.

Several authors have proven the role of fermentation products of fibers in the gut as
potential mediators of the metabolic responses (15, 20), with direct infusion/ingestion of SCFA
in vivo (20) or with direct action on cell culture (55). However, a majority of studies have
hypothesized the role of SCFAs because in nearly all cases of fiber supplementation, the SCFA
concentration in the feces was increased (15, 56). Some of the studies reported indeed an
increased SCFA content in plasma from the portal vein (57, 58) in animals supplemented with
dietary fibers with sometimes but not always also an impact at peripheral level (59). In the
present study, we question the direct role of SCFA on the regulation of metabolic adaptations
at the peripheral level as we have no significant alteration of net splanchnic emission of acetate,
propionate and butyrate at D56, even if their concentration is increased in fecal water. The
interaction between the dietary fiber included in the bread and the other component of the diet
(in our nutritional situation of overfeeding and lipid enrichment of the diet) could explain the
relatively modest increased SCFA content in the fecal water and portal vein after fibers
supplementation. However, a role of SCFA at local level (i.e. gut level for all SCFAs and
hepatic level for acetate and propionate and to a lesser extend for butyrate) is still highly
probable, with impacts on SCFASs receptors in the caecum (increased gpr41 expression in O+F
group vs O) and gut peptides synthesis with proglucagon gene (Gcg) upregulated in the jejunum
of O+F group vs O. Gcg codes for a preprotein cleaved in 4 different peptides and among them
GLP-2 involved in gut growth and insulin sensitivity (60, 61). These peptides could take over
the role of SCFAs at peripheral level and should require further investigation as potential
mechanisms of regulation of muscle/adipose tissue mitochondrial metabolic activity by dietary
fibers.

An increased sensitivity of tissues to similar amounts of SCFAs at peripheral levels
cannot be entirely excluded in the adipose tissue as gpr43 expression level is intermediary
between O and C diets. This is not the case in muscle where the same gene is significantly
downregulated by overfeeding (vs C) but not differentially expressed between O and O+F
groups (data not shown). Lastly, other molecules issued from catabolism of fibers within the
caecum and colon and recently discussed in the literature could also be involved as regulatory

molecules of energy metabolism and could improve insulin sensitivity of the host: succinate
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(62), odd-chain fatty acids (63). They should also be examined in detail, particularly via
targeted (for succinate and odd chain fatty acids) or a metabolomic (for still unknown
molecules) approaches in the following compartments: caecal water, portal plasma and tissues.
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Table 1: Plasma biochemical parameters in mini-pigs in the fasted state before (D1) and after 14 (D14)
and 56 days (D56) of adaptation to overfeeding and control bread supplementation (O) or overfeeding
and bread supplemented with fibers mixture (O+F) in the artery (A) or hepatic vein (HV).

O+F P value
D1 D14 D56 SEM D1 D14 D56 SEM Diet Time Diet x
Time
Insulin (pg/t) A 005 015 014 0.02 009 013 014 0.02 0.68 0.03 0.54
HOMA-IR (AU) A 0.26 0.90 0.82 0.12 0.55 0.75 0.85 0.12 0.75 0.04 0.44
Metabolites
Glucose A 4.93 5.57 5.26 0.14 5.22 5.15 5.34 0.14 0.93 0.28 0.16
(mmol/L) HV 5.81 5.93 5.74 0.38 5.74 5.71 6.57 0.33 0.72 0.22 0.07
Lactate A 0.42 0.62 0.68 0.02 0.44 0.58 0.72 0.02 0.76 <0.001 0.70
(mmol/L) HV 050 064 074 005 044 080 094 0.04 014 <0.001 0.17
Urea A 4.30 3.78 3.94 0.17 4.15 3.60 3.56 0.18 0.36 0.10 0.90
(mmol/L) HV 4.40 3.74 4.14 0.24 4.23 3.66 3.53 0.21 0.39 0.16 0.67
Ammonia A 42.1 440 422 5.6 36.3 37.7 45.0 5.6 0.70 0.65 0.58
(mmol/L) HV 61.7 529 586 7.9 46.3 394 526 6.9 0.28 0.21 0.70
B- A 115 8.1 8.8 0.8 14.8 7.2 7.3 0.8 0.80 0.01 0.32
hydroxybutyr
ate
(mmol/L) HV 150 108 114 2.3 245 106 133 1.9 0.24 0.03 0.33
Acetate A 613 755 679 15 664 658 664 15 0.37 0.11 0.08
(umol/L) HV 692 886 786 32 819 931 880 28 0.06 0.04 0.76
Propionate A 20.7 27.4 22.1 0.6 22.6 23.3 20.3 0.6 0.13 0.01 0.11
(umol/L) HV 27.3 31.1 27.7 3.3 25.5 36.7 33.1 2.9 0.50 0.39 0.75
Buyrate A 2.97 5.45 5.40 0.75 3.15 5.01 253 0.75 0.34 0.13 0.37
(umol/L) Hv 853 9.04 769 172 815 128 919 150 048 0.14 036
2 SCFA A 636 788 707 16 689 687 687 16 0.34 0.09 0.08
(umol/L) HV 728 926 822 34 853 981 922 29 0.06 0.04 0.82
Amino acids
(umol/L)
Leucine A 177 193 211 8 171 183 211 9 0.65 0.01 0.90
HV 172 200 224 9 176 196 214 8 0.76 0.03 0.91
Isoleucine A 126 157 144 7 119 157 147 7 0.90 0.004 0.88
HV 126 162 148 8 121 165 149 7 0.95 0.01 0.94
Valine A 324 314 362 11 314 313 365 12 0.85 0.04 0.94
HV 308 314 386 9 317 317 378 8 0.97 0.04 0.91
Lysine A 166 165 156 8 163 163 177 8 0.62 0.96 0.39
HV 166 168 157 9 155 163 172 8 0.95 0.91 0.57
Phenylalanine A 64.1 71.3 77.2 3.4 63.4 65.3 76.7 3.5 0.63 0.005 0.66
HV 59.1 69.1 76.3 3.6 61.7 65.2 72.1 3.2 0.70 0.002 0.50
Methionine A 22.4 26.8 25.2 1.9 22.9 294 25.1 2.0 0.72 0.03 0.77
HV 21.3 26.4 21.9 1.8 22.1 30.2 25.0 1.6 0.31 0.004 0.70
Threonine A 156 161 166 8 164 164 172 9 0.65 0.57 0.94
HV 142 156 167 7 158 156 167 6 0.59 0.23 0.65
Tryptophane A 51.6 53.9 45.8 3.1 49.2 58.3 49.5 3.2 0.68 0.17 0.71
HV 52.5 59.3 49.0 4.6 51.4 56.8 48.4 4.1 0.83 0.17 0.98
Histidine A 90.0 101.6 1043 4.6 91.8 100.6 108.0 4.7 0.82 <0.001 0.76
HV 90.7 100.9 100.0 4.8 90.6 102.1 108.1 4.3 0.64 <0.001 0.33
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Alanine A 210 280a 238a 12 206 325 296b 12 0.07 <0.001 0.22
b(t)

HV 190 240a 192a 16 172 309b 270b 14 0.06 0.003 0.10

Glutamate A 127 182 154 12 114 167 189 13 0.90 <0.001 0.17

HV 218 321 358 52 221 357 402 46 0.69 <0.001 0.79

Glutamine A 357 375 373 22 378 400 390 23 0.52 0.44 0.97

HV 329 363 277 24 324 329 328 22 0.90 0.07 0.08

Glycine A 801 982 849 38 865 1036 880 39 0.38 0.002 0.94
HV 819 1008 823 53 852 994 885 47 0.71 0.03 0.82
Proline A 308 338 297 8 295 347 325 8 0.49 0.13 0.63
HV 308 316 299 16 292 333 361 14 0.36 0.52 0.37
Tyrosine A 829 89.0 864 8.0 784 903 876 8.2 0.96 0.18 0.79

HV 790 875 883 9.8 723 86.7 795 8.7 0.68 0.12 0.71

Serine A 128 176 164 7 144 186 177 7 0.20 <0.001 0.94

HV  113a 168 156 7  145p 175 167 6 0.10 <0.001 0.16

Arginine A 107 126 126 4 111 126 140 4 029 0.003 0.51

HV 106 128 122 5 109 124 151 4 017 001 012

Citrulline A 828 850 8.2 41 779 1031 975 46 020 0.03  0.09
a b(t)

HV 943 109.4 1048 6.8 895 1276 1163 64 036 <0.001 0.11

Cystine A 750 548 562 20 728 595 640 21 026 0.002 0.54

HV 805 519 575 22 757 614 635 20 027 0.008 051

Ornithine A 724 956 69.4 24 688 907 802 25 0.84 <0.001 0.10
a b(t)

HV 839 982 745 34 72.7 942 85.0 3.0 0.74 <0.001 0.07
Asparagine A 187 356 211 2.9 194 30.2 235 2.9 0.86 0.003 0.56
HV 181 343 172 4.8 7.9 16.8 121 4.3 0.11 0.03 0.39

Aspartate A 8.6 124 8.4 0.97 7.3 12.1 9.5 1.0 0.91 0.002 0.62
HV 10.0 13.2 10.4 1.3 9.8 15.9 12.8 1.2 0.38 0.01 0.55
Taurine PV 104 155a 117 9 95 116 108b 10 0.15 0.001 0.10
HV 109 136 108 8 106 118 106 7 0.44 0.002 0.25
LBP (ng/L) A 3.16 2.94 3.68 0.43 2.51 1.71 2.99 0.43 0.18 0.25 0.85
PV 3.07 3.02 4.24 0.48 1.46 0.93 3.00 0.51 0.03 0.11 0.86

a b(t)

VSH 318 303 335 048 251 178 317 040 0.28 0.32 0.63
IL6 (pg/mL) A 509 490 545 045 423 429 595 046 0.62 0.20 0.57

Values are means P-values were obtained by Two Way Repeated Measures ANOVA.
a,b letters different : for a metabolite, within the same time point, O and O+F are significantly different or
tend (t) to be different
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A  SCFA content in the fecal water B SCFA net utilization by splanchnic tissues
(umol/g wet feces, expressed as a (net fluxes : mol/h)
percentage of the quantity at D1)
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Figure 1: Short chain fatty acids (SCFA) (acetate, propionate and butyrate). A Concentration in the fecal water (umol/g wet
feces) expressed as a percentage of the quantity at D1. B Net flux across the splanchnic tissues (mol/h) (portal drained viscera (PDV),
liver, and total splanchnic tissues (TSP) (PDV + liver) after 14 (D14) and 56 (D56) days of nutritional treatment with O and O+F diets
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Figure 4: Adipose (sub-cutaneous) tissue, caecum and jejunum genes expression in mini pigs fed a
control (C) diet, following 56 days of overnutrition (O) or 56 days of overnutrition and supplementation
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Table 2: Primer sequences used for grRT-PCR

Gene symbol Primer sequence (Forward) Primer sequence (Reverse)
Acox GACCTGAGCGGCCTACCTGA CATCAGGAACCTGGCCGTCT
B-Act GCGGCATCCACGAAACTACC CTCTGGAGGCGCGATGATCT
Angptl4 CTCTGGTGGTTGGTGGTTTG GCTACTGTGGGCTGGATCA
Cpt1 GACGAGGACCCCTGATGGTG CGTGGATCCCAGGAGAATCG
Cpt-m CTGCAGGGGGAAGAGTGGAG TTGAACGCGATGAGGGTGAA
Cpt2 TACGAGTCCTGTAGCACTGC TGGTTGTGGTACTCGGAACA
Eefla ACCTGTGCTGGATTGCCACA AACAGCAAATCGGCCCAGAG
Fasn CGGTTCCAAGGAGCAAGGTG GCATTCACGATGCCGTTCAG
Gapdh ACGGTCCATGCCATCACTG CCAGTGAGCTTCCCGTTGA
Gcg CCCAGGATTTTGTGCAGTGG GCAATGAATTCCTTGGCAGC
Gpr41 CTCCGTGTACCTCTTGACGT AGACGGTGGTGAAGAAGAGG
Gpr43 GAGTGATTGCTGCTCTGGTG TGGGGATGAAGAAGAGGACG
Glut4 GCCCGCGAGAAAGAGTCTGA GCCGTCTCGAAGATGCTGGT
Hk1 AGCTAAGAGTCCTGGCCCCC CGCCATTAGGTGGCTTCTGC
Hprt1 TATGGACAGGACTGAACGGC TGGTCATTACAGTAGCTCTTCAG
Hsl CGTCTCTAGCAAACATGGCA TCACTGTCCTGTCCTTCACG
-6 TGGGTTCAATCAGGAGACCT GTGGTGGCTTTGTCTGGATT
Mct1 TGGCTGTCATGTATGGTGGA AAGCCCAAGACCTCCAATGA
Nrf2 ATTCCCAGGTTTCTTCGGCT TGGAACCGTGCTAGTCTCAG
Pepck-m CTGGAAACCCGGTGACAAGG GGGGGACTCCTTTGGGTCTG
PGC-1a AGGCAGAAGGCAATTGAAGA TTTCAAGAGCAGCAAAAGCA
Ppara CAGCAATAACCCGCCTTTCG ACTTGGCGAACTCCGTGAGC
Pparg TGTGAAGGATGCAAGGGTTTC CAACAGCTTCTCCTTCTCAGC
Rps9 TTGAAGGGAATGCTCTGCTG GGACAATGAAAGGACGGGATG
Srebp-1c AGGCAGCACCTTTGCAGACC GCGGTAGCGTTTCTCGATGG
Sdha CCTCCGTGGTAGAGCTAGAG TACCGCAGAGACCTTTCCGTA
Slc27a4 TGCAGTACATTGGCGAGCT ACACTGGCCGTCAAAGTTG
Thp TTTTGGAGGAGCAGCAAAGG GTGGAAGAGCTGTGGAGTCT
Tnfa TGTAGCCAATGTCAAAGCCG ATGGCAGAGAGGAGGTTGAC
Ucp2 TCGACGCCTACAAGACCATC GCAGGGAAGGTCATCTGTCA

Acox, Acyl-CoA oxidase 1 and 2; B-Act, B-actin; Angptl4, angiopoietin like 4, Cptl, Carnitine
O-Palmitoyl transferase 1; Cptl-m, Carnitine O-Palmitoyl transferase 1 muscular; Cpt2,
Carnitine O-Palmitoyl transferase 2; Eefla, Elongation factor 1-alpha; Fas, Fatty Acid Synthase;
Gapd, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; Gcg, Glucagon precursor; Gprdl, G
Protein-Coupled Receptor 41; Gpr43, G Protein-Coupled Receptor 43; Glut4, Glucose
Transporter Type 4; Hk1, Hexokinase-1; Hprtl, Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1; Hsl,
Hormone-Sensitive Lipase; 11-6, Interleukin-6; Mctl, Monocarboxylate Transporter 1; Nrf2,
nuclear factor erythroid 2—related factor 2; Pgc-1a, Peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma coactivator-1la; Pepck-m, Phosphoenolpyruvate Carboxykinase muscular; Ppara,
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha; Pparg, Peroxisome proliferator-activated
receptor gama; Rps9, Ribosomal Protein S9; Srebp-1c, Sterol regulatory element-binding
protein; Sdha, Succinate Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A; Slc27a4, Solute
Carrier Family 27 Member 4; Thp, TATA-Box Binding Protein; Tnfa, Tumor Necrosis Factor;
Ucp2, Uncoupling Protein 2
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Table 1: Net flux (mmol/h) of ammonia, beta hydroxybutyrate (b-OH), the sum of the three short
chain fatty acids (X SCFA), and amino acids across the portal drained viscera (PDV), liver and total
splanchnic tissues (TSP) in the fasted state after 14 (D14) and 56 (D56) days of nutritional treatment.

0] O+F P value
D14 D56 SEM D14 D56 SEM Diet Time Dietx
Time
Ammonia PDV 6818 7716 733 8470 6638 867 0.81 054 0.10
liver -6749  -7462 768 -9116  -6441 940 0.59 0.27 0.08
TSP 419 868 454 -1999 -1272 497 0.13 0.18 0.74
b-OH PDV 161 235 26 216 132 30 061 092 0.13
liver -24 -10 57 28 69 62 0.52 0.85 0.93
TSP 146 236 56 157 222 52 0.99 0.54 0.92
2 SCFA PDV 22674 20960 2291 34682 18318 2510 0.24 0.13 0.21

liver -19115 -17255 2303 -20408 -10505 2303 0.46 0.23 0.40
TSP 6737 7217 2253 13855 8554 2253 0.24 0.27 0.19

Leucine PDV 92 403 184 -18 6 202 040 0.58 0.63
liver -167 208 187 316 26 187 061 091 041
TSP -143 320 163 380 188 163 045 061 0.24
Isoleucine PDV 0 218 112 -93 -36 122 0.35 0.52 0.70
liver -39 137 134 159 24 134 084 094 059
TSP -107 138 89 142 122 89 0.41 050 0.44
Valine PDV 497 41 395 -281 305 433  0.68 091 0.40
liver -1043 883 497 667 -84 497 063 050 0.16
TSP 727 376 296 101 510 296 031 017 051
Lysine PDV 321 360 135 -6 190 147 026 059 071
liver -464 -505 196 -159 -592 196 0.72 035 0.43
TSP -57 -167 143 -13 -259 143 091 0.29 0.68
Phenylalanine PDV 79 253 107 117 102 117 074 0.64 0.58
liver -488 -296 134 -213 -361 134 061 0.89 031
TSP -232 -33 134 -53 -196 134 097 084 0.23
Methionine PDV 37 72 38 18 -30 42 034 094 057
liver -92 -262 88 91 39 88 0.28 0.87 0.22
TSP -95 -229 61 -54 42 61 0.12 0.88 0.36
Threonine PDV -233 44 185 -356 23 203 081 041  0.90
liver -207 -320 255 -64 -415 255 095 0.29 0.57
TSP -433 -342 188 -296 2271 188 0.72 0.79 0.88
Tryptophane  PDV 27 -25 69 -60 -69 76 0.73 098 0.96
liver -1 -56 90 5 -59 90 099 0.63 0097
TSP 214 147 181 -116 -41 181 036 098 0.69
Histidine PDV 114 254 114 7 155 125 057 029 0.98
liver -158 -333 116 -60 -176 116 0.48 0.36 0.85
TSP -193 -302 88 -40 72 88 0.07 099 043
3 BCAA PDV 590 662 662 -393 275 725 052 071 0.77
liver  -1249 1228 793 1142 -34 793 0.65 0.63 0.20
TSP -977 834 506 622 820 506 032 0.28 0.37
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2 PDV -3798 -2940 1201 -4941 -4674 1315 046 0.78 0.88
indispensable
AA
liver -4219 -2099 1518 -639 -3604 1518 0.66 0.82 0.20
TSP -8103 -6221 1110 -5585 -7016 1110 061 0.86 0.22
Alanine PDV 1489 1504 395 606 1538 433 0.50 0.212 0.22
liver -3386 -3571 676 -1692 -2817 676 0.25 0.43 0.56
TSP -1878 -2149 429 -895 -1076 429 0.14 072 094
Glutamate PDV -1067 -267 249 89 -747 273 041 097 0.10
liver 5364 11405 1972 7749 10764 1972 0.77 0.09 0.53
TSP 5625 10698 1852 8266 10107 1852 0.72 0.09 0.39
Glutamine PDV -2252 -2778 471 -3859 -1954 516 0.60 032 0.10
liver 2373 -2023 812 -20 -1162 812 0.55 0.07 0.25
TSP -1004  -4967 847 -3607 -2767 847 0.88 0.26 0.10
Glycine PDV 872 4905 1630 -1323 4082 1786 056 0.01 0.63
liver 166 -4478 2149 25 -4712 2149 096 0.27 0.99
TSP -1500 -2002 1835 -958 169 1835 064 093 0.381
Proline PDV -526 604 434 -814 781 475 094 0.08 0.73
liver -358 -351 350 770 -770 350 0.52 0.07 0.06
TSP -1376 -366 275 229b -125 275 0.06 0.60 0.29
a
Tyrosine PDV 163 22 83 -50 29 91 0.44 0.80 0.38
liver -451 -326 136 -207 -453 136 0.78 0.59 0.13
TSP -191 -227 105 -210 -350 105 0.65 0.34 0.57
Serine PDV -93 281 292 -411 -130 320 044 045 0091
liver -196 -501 192 -341 -406 192 093 0.63 0.76
TSP -459 -480 220 -448 -432 220 093 1.00 0.97
Arginine PDV 207 59 89 -43 -66 97 0.21 064 0.73
liver 15 -354 309 -653 695 309 0.69 0.24 0.06
TSP 136 -355 235 -409 696 235 0.49 0.43 0.06
Citrulline PDV 1424 862 179 1036 1236 200 099 0.64 0.35
liver -180 -462 296 202 -194 296 0.60 0.26 0.31
TSP 1234 691 266 912 725 298 0.87 031 0.61
Cystine PDV 66 68 73 -79 74 80 0.55 0.40 041
liver -320 -29 113 -93 -75 113 0.82 0.8 0.71
TSP -283 -68 110 73 24 110 0.21 0.67 0.50
Ornithine PDV 313 249 96 19 394 105 0.63 0.29 0.15
liver -97 -66 119 -82 -164 119 0.82 0.86 0.71
TSP 155 165 60 66 289 60 0.85 0.27 0.31
Asparagine PDV 12 527 130 198 67 142 0.52 0.48 0.25
liver -485 -979 126 -806 -604 126 090 0.66 0.31
TSP -73 -110 245 -571 -507 245 0.24 096 0.84
Aspartate PDV 112 81 58 170 181 63 039 0.87 0.73
liver -169 48 80 -95 -20 80 098 0.21 0.1
TSP -2 142 38 83 176 38 0.32 0.04 0.60
Taurine PDV 654 -231 219 -176 106 239 0.50 0.53 0.25
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liver -616 -299 405 1 -208 405 0.57 090 0.56

TSP -41 -328 188 133 -19 188 0.41 038 0.78
Z non PDV 343 6267 2873  -4741 5204 3147 050 0.03 0.50
indispensable
AA
liver 2365 -1707 4338 4018 1821 4338 0.70 0.61 0.88
TSP 153 1016 3780 1918 9020 3780 041 049 0.58
ZAA PDV 1222 7887 3972 -5413 5851 4351 049 0.07 0.60
liver -295 -2252 5389 4578 224 5389 0.66 0.67 0.87
TSP -1619 925 4099 1969 9188 4099 0.36 044 071

Values are means P-values were obtained by Two Way Repeated Measures ANOVA ; For a
metabolite : a,b At a same timepoint, O+F # O; (t) : tendency
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Les régimes hypercaloriques sont largement décrits comme favorables a 1’installation des
maladies chroniques nutri-induites comme 1’obésité, le diabéte et les MCV (398). A I’inverse,
les régimes riches en fibres alimentaires, conférent des effets bénéfiques pour la santé de 1’hote
(347) (partie I1).

Les politiques de santé préconisent une consommation de fibres alimentaires minimale
de 25 a 30 g/j alors que la consommation effective des francais ne dépasse pas 20 g/j. Une des
stratégies permettant d’augmenter la consommation des fibres par les populations consiste a
proposer des produits enrichis en fibres alimentaires, en ciblant de préférence celles connues
pour avoir un impact sur la santé métabolique. C’est notamment le cas des fibres
fermentescibles qui, via leur dégradation dans le cdlon par le microbiote et la synthése de
métabolites bioactifs, agissent sur la santé intestinale ainsi que sur le devenir et 1’utilisation des
nutriments énergétiques et azotés de 1’hote (voir partie bibliographique). La question est de
savoir si cette supplémentation en fibres fermentescibles, via des aliments enrichis, est capable
de réverser les dérives métaboliques induites par une alimentation riche en graisses et sucres,
et si c’est le cas, de mieux connaitre les mécanismes sous-jacents. C’était 1’objet de mon travail
de these, au cours duquel j’ai étudié I’effet d’une supplémentation alimentaire avec un mélange
de pectine, inuline et amidons résistants, sur le phénotype et le métabolisme de mini-porcs

adultes recevant un régime enrichi en acides gras satures et en saccharose.

I. Résultats majeurs: du phénotype aux effets métaboliques et aux mécanismes de

signalisation mis en jeu.

I. 1. Quels effets sur le phénotype ?

La supplémentation en fibres alimentaires, méme en situation de surnutrition, a été
capable de limiter ’apparition de certains phénotypes associés au développement de 1’obésité
et de I’insulino-résistance. La prise de poids des animaux a été 8% moindre chez les animaux
supplémentés en fibres. Nous avons également montré une plus faible accumulation des
gouttelettes lipidiques dans le foie. Enfin, la supplémentation en fibres a prévenu I’altération du
phenotype des fibres musculaires observe avec la surnutrition.

Ces effets pourraient en partie s’expliquer par un moindre apport énergétique (-48 kJ /j)
chez les animaux O relativement aux animaux O+F (O, apport énergétique : 11032 kJ /j ; O+F,
apport énergeétique : 10984 kJ /j), mais aussi par une baisse de la digestibilité de 1’ensemble de

la ration avec I’apport en fibres.
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Par contre, et contrairement a ce qui a été montré dans la littérature, la supplémentation
en fibres n’a eu que peu d’effets sur les paramétres plasmatiques périphériques. Comme cela a
été expliqué dans la publication décrivant notre modele de mini-porc en surnutrition (445), nos
animaux en surnutrition (régime O) ont subi d’importantes perturbations métaboliques au
niveau tissulaires sans pour autant induire un diabéte ou une insulino-résistance marquée. Dans
I’étude présente, on a toutefois observé un effet du régime O sur I’insulinémie, ’THOMA, la
cholestérolémie (publication N°1) mais pas d’effet majeur sur la glycémie, la triglycéridémie
ou sur les acides gras libres. La supplémentation en fibres alimentaires n’a eu aucun effet sur
les concentrations plasmatiques des métabolites étudiés, que ceux-ci aient été modulés (insuline
Homa, cholestérol) ou non (glucose, triglycérides) par la suralimentation. Il est probable qu’une
durée plus longue d’adaptation aux régimes O et O+F (envisagé initialement mais
malheureusement incompatible avec le maintien de cathéters fonctionnels dans le cadre de ma
these) aurait permis une dérive plus forte de ces parameétres plasmatiques, comme usuellement
constateé dans la littérature sur les modeéles murins ou porcins d’obésité (446,447). L’effet
potentiellement bénéfique des fibres aurait pu alors, éventuellement, étre mis en évidence sur

ces parametres.

I. 2. Quels effets sur le métabolisme ?

Pour expliquer les altérations de phénotype observées avec la supplémentation en fibres,
j’ai analysé plus précisément les échanges de nutriments entre tissus ou organes et voies
métaboliques potentiellement modulées au niveau tissulaire.

» Au niveau hépatigue : La réduction de ’accumulation de gouttelettes lipidiques au

niveau hépatique peut s’expliquer par une moindre entrée de lipides dans le foie et une
diminution de la lipogenése (FABP, SREBP-1c). L’impact de ces effets métaboliques n’a pu
étre conforté par la mesure des bilans en nutriments lipidiques car nous n’avons pas analysé les
lipides absorbés et transportés par les chylomicrons dans la lymphe puis le plasma, ni les lipides
vehiculés dans le sang par les lipoprotéines (VLDL, IDL, HDL et LDL). Ces analyses,
complémentaires, nécessiteraient une étude animale incluant des prélevements de sang a 1’état
a jeun et nourri ainsi qu’un traitement adapté des échantillons de sang le jour du prélévement

(séparation des chylomicrons a 1’état nourri par ultracentrifugation par exemple).

m 192



En parall¢le de ces effets sur I’entrée et 1’utilisation des lipides dans le foie, on assiste a
une augmentation de I’émission des nutriment énergétiques (glucose, lactate) du foie vers les
tissus périphériques (mesurés par bilans nets de nutriments) qui pourrait s’expliquer par une
augmentation de glycogénolyse et/ou de la néoglucogenese (a étudier en détail, ce point restant
a prouver) suite a une demande accrue en nutriments énergétiques de la part des tissus
périphériques pour la B-oxydation (447,448).

> Au niveau musculaire et tissu adipeux : Le régime riche en fibres alimentaires a

stimulé I’activité mitochondriale (augmentation de 1’expression des genes Acox, Sdha, Ucp2 et
Cptl-m), ce qui est tres cohérent avec le nombre plus élevé de fibres de petites tailles (plutét
oxydatives en général) observé chez les animaux supplémentés en fibres relativement aux
animaux en surnutrition seule. La régulation de ces adaptations métaboliques mitochondriales
sont trés probablement régulées par Pgc-/a et des genes cibles ou associés comme (Nrf2 et
Ppar-a) car leur expression est augmentée avec la supplémentation en fibres. En paralléle, et
pour également alimenter la B-oxydation mitochondriale, la lipolyse musculaire endogene
semble également étre stimulée lors de la supplémentation en fibres (augmentation de
I’expression de Hsl). Par contre, une stimulation de I’entrée des lipides dans le muscle (via
I’expression de Slc27a4) n’a pu étre montrée dans notre modele.

Le tissu adipeux semble également présenter une stimulation de sa B-oxydation
mitochondriale suite a la supplémentation en fibres alimentaires. Mais cet effet est moins net
que pour le muscle car seulement 2 genes présentent une expression augmentée (Cptl, Ppara)
alors que d’autres ne sont pas modulés (Acox, Cpt2, Sdha, Ucp2).

> Métabolisme _intégré : La conséquence de cette activation du catabolisme

lipidique, au niveau musculaire et adipeux, est probablement une accumulation d’acétyl CoA
au niveau tissulaire (et en particulier musculaire) chez les animaux supplémentés en fibres ainsi
qu’une activation du cycle de Krebs. Or ’acétyl-CoA est connu pour inhiber la pyruvate
déshydrogénase (449), ce qui va donc avoir pour effet une redirection du pyruvate (issu de la
glycolyse) vers la synthese de lactate et sa transamination en alanine. Ceci expliquerait les
quantités accrues d’alanine artérielle observées chez les mini-porcs supplémentées en fibres.
Un point reste néanmoins a élucider et mériterait d’étre approfondi lors d’une étude ultérieure
: L’alanine présente au niveau artériel devrait alimenter la néoglucogenéese hépatique. Or, méme
si I’émission nette de glucose hépatique est stimulée avec la supplémentation en fibres, nous
n’avons pas vu de modification de 1’expression du géne de la Pepck ou G6P ni de différence
dans le captage net d’alanine par le foie entre les animaux en surnutrition supplémentés ou non

en fibres. Le devenir de 1’alanine dans I’organisme ainsi que ’activité de néoglucogenése
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Figure 44 : Schéma récapitulatif des résultats marquants sur I'effet de la supplémentation du mélange de fibres
fermentescibles (pectine, inuline et amidons résistants) dans le cadre d'une surnutrition chez les mini-porcs
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hépatique (et les molécules impliquées dans la néoglucogeneése : propionate, lactate, glycérol, alanine)
(447,448) dans notre modele animal reste donc un point & approfondir. L’intégration de 1’ensemble

de ces résultats est réalisée dans la Figure 44.

I. 3. Par quels signaux métaboliques ou hormonaux les fibres ont-elles agi sur les différentes

voies métaboliques modulées dans le foie, le muscle et le tissu adipeux ?

Comme nous 1’avons précisé ci-dessus, 1’ajout de fibres alimentaires fermentescibles a peu
impacté sur les concentrations plasmatiques artérielles en nutriments (sauf alanine) apres 56 jours de
surnutrition. C’est le cas notamment de I’insuline, de ’HOMA et de la glycémie. Pour mieux
appréhender 1’état d’insulino-sensibilité de nos animaux, nous avons également réalisé un test de
tolérance au glucose (IVGTT, non décrit dans les publications 1 et 2) par injection intraveineuse d un
bolus de glucose (0,3 g /kg). Nous en avons ainsi déduit un index de sensibilité a I’insuline (S2)
comme décrit par (450). Les IVGTT ont été réalisés juste avant 1’euthanasie des animaux a D57 ou
D58. Comme pour ’THOMA, aucune différence n’a été constatée entre les animaux O et O+F sur cet
indice pourtant beaucoup plus précis et discriminant. Les niveaux de cytokine pro-inflammatoires
(IL-6) n’ont pas non plus ét¢é modulées différemment entre les deux groupes d’animaux en
surnutrition malgré une augmentation de 1’inflammation a bas bruit généralement constatée chez les
individus développant de 1’insulino-résistance (451,452). Pour compléter le tableau descriptif des
paramétres plasmatiques qui pourraient étre impliquées dans la régulation du métabolisme
énergétique et ’insulino-résistance au niveau périphérique, la leptine et 1’adiponectine, ainsi que
d’autres cytokines pro (MCP-1, TNF-a, IL-6, IL-18) et anti inflammatoires (IL4, IL10, TGFp) (398)
mériteraient d’étre analysées ultérieurement sur notre modele.

Si au niveau périphérique des métabolites ou hormones/signaux associés a I’insulino-résistance
ou ’obésité ont été peu altérés, nous avons néanmoins émis des hypothéses sur des phénoménes
régulateurs potentiels intervenant directement au niveau intestinal ou son environnement.
Concernant, les fibres agissant dans le cdlon via leur dégradation par le microbiote intestinal, nous
avons montré une augmentation de la concentration des AGCC dans les eaux fécales sur la totalité de
la durée expérimentale (et notamment le propionate et le butyrate (voir publication n°2)). Le butyrate
est fortement utilisé dans les colonocytes alors que le propionate est utilisé dans le foie. Leur réle au
niveau des tissus périphériques reste hypothétique car leurs concentrations en artére ne sont pas

différentes chez les animaux O et O+F.
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Les AGCC peuvent cependant intéragir avec I’intestin via une action sur leurs récepteurs et/ou
en induisant la synthése de peptides émis par les cellules intestinales. C’est le cas dans notre étude
pour 1’expression du géne gpr4l qui est augmenté (+214 %) dans le caecum ainsi que le gene du
proglucagon (Gcg) (+262 %) dans le jejunum, précurseur notamment des peptides GLP-1 et GLP-2
impliqués dans la sécrétion d’insuline et la croissance intestinale. Ainsi, un approfondissement, au
niveau intestinal, des intéractions hote-microbiote par une étude de la composition du microbiote, de
I’activité de celui-ci et de I’impact du microbiote sur le métabolisme des colonocytes et des cellules
L (et notamment leurs activités secrétoires, GLP1 et PYY) permettraient de mieux mettre en évidence
les métabolites et signaux potentiellement impliqués dans la réponse métabolique observée dans notre

étude.

I. 4. Quelles questions les résultats de ma these ont-ils soulevées ?

Les données obtenues dans ma thése ont soulevé trois types de questionnements a des niveaux
différents.

> Un premier niveau, proche des données, concerne le microbiote (et son activité) et dans quelle
mesure une modification de celui-ci peut avoir un impact sur les régulations métaboliques de
I’hote. Cela suppose d’identifier les espéces bactériennes présentes chez nos animaux avant et
apres les différentes stratégies nutritionnelles testées. Pour avoir une idée précise de ’activité
bactérienne et de son impact sur I’héte, une analyse des métabolites présents dans les feces peut
apporter des éléments de réponse.

» Un deuxiéme niveau, plus mécanistique et moléculaire, serait d’étudier I’impact qu’a pu avoir la
supplémentation en fibres, notamment par I’intermédiaire des AGCC, sur les régulations
épigénétiques au niveau tissulaire. Et en particulier de voir si directement, ou gréace a des relais,
les fibres alimentaires sont capables de réguler le métabolisme au niveau des tissus périphériques
par des régulations de type épigénétique.

> Le troisieme type de questionnement est de savoir, a partir des résultats obtenus, comment il est
possible d’imaginer aller plus loin, en envisageant notamment une étude chez I’homme, afin de
prouver ’efficacité de la supplémentation nutritionnelle en fibres fermentescibles via une matrice
pain sur la prise de poids et le développement des dérives métaboliques associées a I’ingestion de

régimes obésogenes.
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Figure 45 : Richesse en MGS chez les animaux supplémentés ou non avec des fibres
alimentaires a D1, D14 et D56. D, jours; O, régime en surnutrition ; O+F, régime en
surnutrition supplémenté avec un mélange de fibres fermentescibles (pectine, inuline et
amidons résistants) ; MGS, espéces métagénomiques.
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Il. Perspectives

Il. 1. RGle que pourrait jouer le microbiote et les métabolites qu’il produit sur les effets

métaboliques tissulaires

I1. 1. 1. La richesse du microbiote intestinal

Il a été déterminé par le Chatelier et coll. en 2013 que la richesse du microbiote intestinal était
diminuée chez les obeses comparativement aux individus normo-pondérés (453). De plus cette
réduction de la richesse bactérienne est associée a une diminution du phyla des bacteroidetes et une
augmentation de celui des firmicutes (454). Méme si trés régulierement montrées dans la littérature,
les données ne sont pas completement unanimes sur les proportions de ses deux populations
puisqu’une étude de Schwiertz et coll. montre I’inverse chez les obeses (455). Cette différence dans
les résultats peut s’expliquer par une production d’AGCC relativement plus élevée chez les obéses
relativement aux sujets maigres utilisés comme controle, liée a une différence des taux de
polysaccharides dans leur régimes (455). Des résultats similaires ont été montrés sur rongeurs
(456,457).

Dans notre projet, nous avons cherché a déterminer dans quelle mesure nos regimes
expéerimentaux pouvaient moduler la diversité du microbiote au sens large ainsi que sa composition.
Pour cela, une collaboration avec Métagénopolis (MGP) (Jouy en Josas) a été mise en place, et une
analyse du métagénome bactérien issu des échantillons de feces récupérés a D1, D14 et D56 sur les
mini-porcs a été effectuée. L’ADN extrait (1) a été soumis a un séquencage en shotgun (Life
Technologies 5500W ou lon Proton). Au minimum 40 million de lectures « haute qualité » sont
générées par échantillon, permettant la détection d’especes bactériennes présentes a des proportions
relatives de 107 (2). Les analyses bioinformatiques sont en cours, mais les données préliminaires
semblent montrer que le régime en surnutrition, supplémenté ou non en fibres, n’a pas eu d'impact
sur la richesse en espéces métagénomiques (MGS) présentes dans notre étude (Figure 45). Ceci
pourrait paraitre surprenant au regard de I’effet généralement constaté des régimes obésogenes sur la
diversité bactérienne du microbiote des rongeurs lors des études interventionnelles ou chez des
individus obeses (3). La relative courte durée de I’intervention nutritionnelle (2 mois) et la proportion
relativement faible de lipides dans le régime de nos mini-porcs par rapport a ce qui est utilisé dans
les études sur rongeurs pourraient expliquer ce manque d’effet de la surnutrition au sens large sur la

richesse des bactéries fécales.
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Actuellement des analyses plus approfondies sont en cours pour Vvérifier si la supplémentation
en fibres n’a effectivement eu aucun effet sur la proportion relative des différentes especes

bactériennes (phyla) et sur les activités de dégradation des fibres specifiques.

I1. 1. 2. Les métabolites synthétisés par le microbiote intestinal

Suite a I’analyse de la composition du microbiote fécal, nous nous sommes intéressés aux
activités bactériennes et aux molécules qui résultent de leur activité métabolique. Afin d’étre plus
exhaustif sur I’impact de la fermentation des fibres sur la production de métabolites potentiellement
actifs sur 1’hdte dans le cblon, nous avons utilisé 1’outil « métabolomique » en complément des
données sur les acides gras a chaine courte mesurés par ailleurs par RMN dans les fécés (Voir
publication n°2). Des mesures ont ainsi été réalisées sur des eaux fécales extraites depuis des feces
de nos mini-porcs collectées avant (D1), 14 jours (D14) et 56 jours (D56) apres ingestion du régime
en surnutrition seul ou enrichi en fibres alimentaires. J’ai réalisé une mise au point des conditions
d’extraction des échantillons d’eaux fécales en collaboration avec le personnel de la plateforme
PFEM de I’UNH. Les analyses des métabolites fécaux extraits ont été réalisées par la PFEM par
chromatographie en phase gazeuse apres dérivation des molécules extraites des eaux fécales avec le
TBDMS (tert-butyle-dimeéthyl-silyle-imidazole). Les analyses sont actuellement en cours et ont
consisté en deux types d’approche :

> Approche non ciblée : L’ensemble des ions (définis chacun par leurs masses et temps de
rétention) obtenus par I’analyse chromatographique de nos échantillons et significativement modulés
par nos interventions nutritionnelles ont été analysés et regroupés en « PC groups ». Chacun de ces
groupes d’ions correspond potentiellement a une molécule ou famille de molécules. Ces groupes
d’ions sont analysés et confrontés par la suite a des bases de données internes a la plateforme et/ou
internationales pour identification de la molécule correspondant au groupe d’ions.

» Approche ciblée : Des molécules préalablement étudiées, connues et identifiées précisément par
la plateforme PFEM dans le cadre d’une étude antérieure sur des eaux fécales (458) ont été

recherchées spécifiguement dans nos échantillons.
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Figure 46 : Analyse discriminante par les moindres carrés partiels (PLS-DA)
I'évolution du métabolome fécal des mini-porcs (O et O+F) entre D1 et D56

ANOVA Nombre d’ions modulés par
(cofacteur Vague) la supplémentation en
fibres
A D1 0
A D14 18
A D56 63

Tableau 15 : lons significativement modulés entre le groupe O et O+F a D14 et
D56. Les données analysées par ANOVA au sein d’un méme régime (effet temps
d’adaptation aux régimes), puis analyse comparative a eté réalisée entre régimes au
sein d’un méme temps (D1, D14 et D56) incluant une correction de la P-value par la
procédure de Benjamini—Hochberg (BH) du fait du nombre important de données
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Les données préliminaires obtenues semblent montrer que contrairement aux données
métagénomiques, le régime obésogéne au sens large a trés fortement impacté sur la composition totale
en ions présents dans les eaux fécales, comme le montre 1’analyse discriminante par les moindres
carrés partiels (PLS-DA) réalisée sur I’ensemble des ions obtenus dans nos échantillons aux temps
D1, D14 et D56 (régimes O et O+F confondus). Une ANOVA a également été réalisee pour
déterminer un effet temps d’adaptation au régime obésogéne et a montré que sur les 2830 ions
détectés, 35% ont été significativement modulés par la surnutrition (Figure 46). Ceci est conforme
aux fortes modulations du métabolisme tissulaire et du profil métabolomique urinaire, déja observées
dans une étude sur le méme modele animal en surnutrition par notre équipe de recherche (445).

Concernant I’impact spécifique des fibres alimentaires sur le profil métabolomique, 80 ions
ont été identifiés par ANOVA (puis analyse comparative entre régimes au sein de chaque temps : D1,
D14, D56) comme spécifiqguement modulés par la nature du régime en surnutrition (O vs O+F)
(Tableau 15). Ceci est inférieur au nombre ions modulés par le régime obésogéne au sens large. Ces
modifications sont visibles dés D14 et persistent & D56, ou sont présentes uniquement a D14 (effet
régime transitoire), ou uniquement a D56 (effet régime plus tardif). Parmi ces ions significativement
modulés, par la supplémentation en fibres, nous avons mis en évidence les molécules
suivantes (Figure 47) :

> Acides gras et métabolites associés : Acide Hexanoique (acide caproique), methylsuccinate
» Uracile

» Molécules inconnues a identifier : PC group 48 ou PC group 54

Chacune de ces molécules pourrait &tre considérée comme un relai potentiel (au méme titre que
les acides gras a chaines courtes, augmentés avec le régime O+F dans les eaux fécales a D56) de
I’action des fibres alimentaires sur la santé, via leur dégradation par le microbiote. Le succinate et/ou
ses dérivés (méthylsuccinate ester par exemple), dont la concentration tend a étre augmentée a D56
dans notre étude, a été montré comme favorisant la secrétion d’insuline (459-461) en agissant
directement ou en association avec le glucose sur les ilots de Langerhans. Récemment, 1’augmentation
de la concentration en succinate dans le caecum de souris liée a une supplémentation en
fructooligosaccharides (FOS) semble pouvoir améliorer I’homéostasie glucidique et 1’insulino-
sensibilité (379). (379,380) (partie 1V.3. 2.).
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Exemple de molécules significativement altérées par la surnutrition
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Figure 47 : Quelques exemples d'ions obtenus par métabolomique des eaux fécales suite
a I’ingestion durant 1, 14 ou 56 jours des régimes O ou O+F.aetb: O # O+F a D56 ; *,
D1 #DI14; f,D1 # D56 ; 1, D14 # D56 au sein d’'un méme régime. Statistique : les données
statistiques ont été obtenues par ANOVA eu sien d’un méme régime (effet temps d’adaptation
aux régimes), puis analyse comparative entre régimes au sein d’un méme temps (D1, D14 et
D56) avec une correction de la P-value par la procédure de Benjamini—Hochberg (BH)
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L’interaction entre le succinate et le GLP1 (462,463), dont I’expression génique est stimulée
également au niveau du caecum chez les animaux O+F vs O dans notre étude, mériterait également
d’étre étudiée. Néanmoins, comme pour les acides gras a chaines courtes, le role potentiellement
bénéfique du succinate reste a approfondir car des données récentes de Serena et coll. (2018)
montrent, a I’inverse de notre hypothése, que les taux plasmatiques de succinate étaient plus €levés
chez les obéses, en lien avec une élévation des microbes producteurs de succinate dans le cdlon
(Prevotellaceae, Veillonellaceae) (464).

Le microbiote intestinal, en dégradant les polysaccharides pour former les principaux AGCC
(acétate, propionate et butyrate), produit également d’autres AGCC comme [’hexanoate (acide
caproique) (465). Des études récentes mettent en exergue un lien entre 1’acide hexanoique et le
métabolisme lipidique en induisant une diminution des TG plasmatique et I’activité de la FAS sur des
cellules hépatiques (466,467). Le lien entre hexanoate et métabolisme hépatique mériterait donc
d’étre également approfondi.

Concernant 1’uracile produit par le microbiote intestinal, est décrit dans la littérature comme
pouvant stimuler I’immunité de 1’héte via 1’activation de Nf-KB. L’activation du DUOX (double
oxydase intestinale) constitue la premiere ligne de défense de I'néte contre les infections entériques
chez la drosophile. Le role de 1’uracile dans I’activation de la voie DUOX est montré comme
prépondérant dans I’activation de I’immunité intestinale et la survie de 1’héte lors du développement
d’infections (468-470). Dans la majorité des études, le role de 1’uracile produit par le microbiote a
été investigué chez C.Elegans. On trouve peu d’études dans la littérature traitant du role de ’uracile
libéré par la flore intestinale sur I’organisme, que ce soit chez les rongeurs ou chez I’homme.

En paralléle de ses quelques molécules décrites et identifiées ci-dessus, L’analyse statistique du
métabolome fécal a sélectionné plusieurs groupes d’ions (PC groups) fortement altérés par le régime
supplémenté en fibres. L’identification des PC groups est en cours : PC groups 129, 54 ou 185
(Figure 47). Les PC groups 54 et 185 sont tout particulierement intéressants car ils sont modulés
tardivement (entre D14 et D56) avec le régime supplémenté en fibre, suggérant une adaptation
métabolique entre microbiote et hdte a plus long terme et non directement lié & un changement de
régime (comme cela est le cas pour I’acide palmitique par exemple dont la concentration est
augmentée avec la surnutrition dés D14 dans les régimes O et O+F). Ces premieres données montrent
donc qu’en plus des AGCC dont nous avons montré la modulation dans nos travaux en cours de
publication. Il existe aussi d’autres molécules qui pourraient également jouer un réle important dans

la signalisation et interactions entre 1’hote et le microbiote.
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Figure 48 : Fonction mitochondriale et lipides dans le muscle. A) Oxydation des acides gras
musculaires. B) Expression génique musculaire. C) ADN mitochondrial COX-I (cytochrome ¢
oxydase I) déterminé par RT-PCR Green SYBR. D) oxydation des acides gras dans les cellules L6.
E) Expression genique dans les cellules L6. F) Butyrate dans le sérum. G) Activité histone
désacétylase dans le muscle. H) Triglycérides plasmatique. I) cholestérol total dans le sang (421)
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I1. 2. Impact de la supplémentation en fibres sur les régulations épigénétiques médiés par les
HADC:s.

Il a été remarqué dans la littérature que 1’expression et I’activité des HDAC était inhibée lors
d’une stéatose hépatique (sauf les HDAC 3) chez des souris (471,472). Ces modifications
épigénétiques sont associées a une augmentation de la lipogenese hépatique (SREBP-1c, FASN,
SCD1, ChREBP) (471,472). Des études in vitro, sur hépatocytes, ont également mis en évidence que
le butyrate pouvait inhiber I’expression de ’HDAC3, et stimuler I’expression des génes du transport
des lipides dans le foic ainsi que la B-oxydation (PPARa, CPT1, FABP) (419,420). Ces études
montrent que 1’activation de la lipogenése ou de 1’oxydation des lipides peuvent potentiellement
dépendre de 1’activation ou de I’inhibition de certains HDAC, et en particulier de ’HDAC3. L’effet
des HDAC sur la régulation du métabolisme énergétique ne se limite pas seulement au foie. Une
étude de Gao et coll. en 2009 montré sur des cellules musculaires in vitro (Figure 48), que le butyrate
pouvait inhiber 1’activité des HDAC (au sens large) et stimuler 1’activité mitochondriale (423). Ainsi,
le role des AGCC dans la régulation des HDACs, dans le cadre de notre étude, mériterait d’étre
exploré, en particulier au niveau hépatique et des tissus périphériques.

En effet, il a été montré par Gao et coll. en 2009, chez la souris, une relation négative entre
I’ingestion de butyrate et la réduction de 1’activité des HDAC au niveau musculaire (423). Dans le
cadre de notre étude, I’absence de modification de concentration en AGCC artériels entre O et O+F
a D56 nous fait interroger sur le réle des AGCC sur la régulation des HDACs au niveau musculaire
en particulier, méme si cela a été montré par Gao et coll. (2009). Pour comprendre 1’impact de ces
AGCC sur le métabolisme hépatique et musculaire plusieurs analyses pourraient étre envisagées :

» Définir les zones de I’ ADN accessible au transcriptosome par des méthodologies de type ATAC-
Seq

> Déterminer les génes impactés par la régulation des HDAC, par CHIP-seq

> Décortiquer les intéractions moléculaires entre HDAC et leurs genes cibles, par CHIP-Seq et par

la technique de retard sur gel (EMSA).

I1. 3. Stratégie nutritionnelle et supplementation en fibres fermentescibles : de I’effet bénéfique

observé dans I’étude animale & une validation / application chez ’homme

Analyse critique de notre modéle nutritionnel : Les niveaux d’ingestion en fibres alimentaires

sont trés variables d’un individu et d’un pays a I’autres. Dans les pays industrialisés, la consommation
de fibres alimentaires chez les adultes (proche de 20 g par jour en France) est inférieure a celle des

pays en voie de développement ou la consommation de fibres peut atteindre 100g par jour (Nutrition
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humaine et sécurité alimentaire, Murielle MURAT, 2009). Rappelons que les recommandations pour
la consommation des fibres alimentaires au sens large sont de I’ordre de 25-30 g/jour.

Quel parallele peut-on faire avec les quantités de fibres ingérées par nos mini-porcs dans le cas
du regime O et O+F ? Dans le cas de notre étude, la supplémentation en fibres dans le régime O+F
est de 25g de fibres fermentescibles (inuline, amidon résistant et pectine) apportées par le pain.
Malgré des effets benéfiques des fibres alimentaires bien averés dans la littérature, les fibres solubles
en particulier peuvent également causer des ballonnements, flatulences, reflux et des douleurs
abdominales (65,473,474). Aucun désordre digestif ou inconfort visible n’a été observé chez nos
animaux (pas de vomissement, diarrhées, douleurs spécifiques chez les animaux pouvant se traduire
par des prostrations ou comportements anormaux). Néanmaoins, ces doses de supplémentation sont
supérieures a ce qui est couramment utilisé dans les études interventionnelles ou les supplémentations
en inuline, FOS, GOS.... sont généralement de 10 grammes par jour chez 1’homme (325), méme si
elles peuvent atteindre 20-30 g dans certaines études (276,278,475). Une étude chez I’homme
nécessiterait donc au préalable une réflexion approfondie sur les doses maximales envisageables en
supplémentation journaliére associée a un suivi de I’impact des fibres supplémentées sur le confort
digestif des volontaires.

Concernant les fibres ingérées par nos animaux dans mon étude de thése, il ne faut pas oublier
la quantité de fibres apportées a nos mini-porcs via le régime en surnutrition de base qui est d’environ
40g de cellulose (fibre tres peu fermentescible). Ainsi, nos animaux O+F consomment un total de 65¢g
de fibres par jour, ce qui est plus que les recommandations mais qui reste inférieur a ce que I’Humain
mange quotidiennement dans certains pays ou les végétaux riches en fibres représentent la base de
I’alimentation. De plus, la cellulose, présente dans le régime de base de nos mini-porcs, a une action
digestive ainsi qu’un devenir et des cibles métaboliques tres différentes des fibres fermentescibles
(voir Bibliographie).

Réalisation d’une étude chez I’homme : La validation de nos données animales chez 1’homme

impliquerait donc que le régime de base des volontaires soit forcément moins riche en fibres que dans
le cas de notre étude animale (20g environ au lieu de 40 g). Du fait des effets importants obtenus au
cours de ma thése au niveau du métabolisme mitochondrial musculaire et adipeux, une étude chez
I’homme testant I’impact de nos fibres alimentaires devrait inclure des mesures de dépenses
énergeétiques et des analyses du métabolisme mitochondrial dans le muscle et le tissu adipeux sous
cutané. A ce jour, a part quelques etudes chez les rongeurs (408,458), tres peu d’études chez I’homme
se sont intéressées a I’impact des fibres alimentaires fermentescibles sur la dépense énergétique
corporelle et I’oxydation des lipides, a part une étude récente de Chambers et coll. (2018) qui a montre

chez ’homme qu’une supplémentation en propionate augmentait la dépense énergeétique au repos via
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une augmentation de I’oxydation des lipides corporels (476). Sachant qu’une augmentation des
dépenses énergétiques sur le long terme peut se traduire par une perte de poids et une amélioration de
I’insulino-sensibilité, le mélange de fibres fermentescibles que nous avons testées sur nos mini-porc

seraient elles capables d’un effet similaire chez ’homme ?
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