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RESUME

L'obésité et les troubles qui en découlent sont de plus en plus répandus dans la
population générale ainsi que chez les jeunes enfants et adolescents. Les dictes a
haute teneur en calories et les mauvaises habitudes alimentaires sont parmi les
principales causes de ce phénomene. Les dietes riches en lipides (HFD), étant plus
denses en calories, contribuent grandement a un bilan énergétique positif. Au-dela de
ce fait, il a également été démontré que les HFD modifient les comportements
alimentaires et d'activité physique, les fonctions du muscle squelettique ainsi que -
certains mécanismes d’oxydoréduction. Cependant, les multiples mécanismes sous-
jacents a ces altérations restent, pour la plupart, nébuleux. En outre, la genése et les
interrelations entre ces diverses fonctions métaboliques et musculaires, en réaction a
une HFD, restent en grande partie non explorées. Par conséquent, cette étude vise a
clarifier les effets d'une HFD a court terme sur une jeune population.

Pour ce faire, de jeunes rats méles Wistar (100-125 g) ont été soumis a des dietes
riches en lipides (HFD) ou régulieres (RCD) durant 14 jours. Plusieurs parametres
comportementaux, y compris la consommation de nourriture et d'eau, les habitudes
alimentaires, l'activité ambulatoire et les habitudes de sommeil ont été enregistrés en
continu a l'aide de chambres métaboliques. Le ratio d’échange respiratoire (RER) et
la production d'énergie ont également été mesurés. Dans un second protocole,
diverses fonctions du muscle squelettique ont été étudiées. La force spécifique, la
résistance a la fatigue et la récupération de la fatigue ont été testées dans les muscles
extensor digitorum longus (EDL, glycolytique) et soléaires (SOL, oxydatif) en
utilisant un systtme de contractilit€¢ musculaire ex vivo. L'analyse du type et de la
taille des fibres musculaires ainsi que la caractérisation des gouttelettes lipidiques
intramyocellulaires (LD) ont également été effectuées. En outre, les enzymes
impliquées dans la voie de signalisation de l'insuline ont été mesurées par Western
blot et la méthode RT-qPCR a été utilisée afin de quantifier l'expression des
médiateurs du métabolisme des lipides. Dans une troisi¢me série d'expériences, les
taux de glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG) ont été mesurés dans les muscles
SOL de jeunes rats afin d'évaluer le stress oxydatif et le potentiel redox. En outre,
I'expression de plusieurs geénes impliqués dans la signalisation redox du glutathion a
été€ mesurée par séquencage de ' ARN.

Nous avons constaté que, dans les 3 différents protocoles, le gain de poids total était
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similaire entre les deux groupes. Cependant, des dépdts de gras viscéral plus lourds et
des foies plus 1égers ont €té observés chez les rats HFD. Chez ces derniers, 1'apport
calorique total est aussi augmenté, mais les repas sont d’une plus courte durée et
I'apport calorique de chaque repas plus élevé. L'activité ambulatoire et la durée du
sommeil sont diminuées chez les rats HFD durant la phase passive et active,
respectivement. Les niveaux de ghréline acylée et désacylée n'ont pas été modifiés
par l'augmentation de l'apport calorique ni par changements précoces de la
composition corporelle. D'autre part, la force spécifique a diminué dans le SOL, mais
pas dans ’EDL des rats HFD. La résistance musculaire a la fatigue et la récupération
de la force n'ont pas €ét€ altérées par les di¢tes, une observation confirmée par la
typologie des fibres musculaires inchangées. Cependant, 1’aire transversale moyenne
des gouttelettes lipidiques intramyocellulaires a significativement augmenté dans le
SOL des rats HFD. Ces effets concordent avec 1’expression accrue de plusieurs
médiateurs du métabolisme des lipides dans le muscle SOL. Pourtant, ces
changements n'ont pas altéré la signalisation du récepteur a l'insuline aprés 2
semaines. Nous avons également observé des niveaux de GSH significativement plus
bas dans les muscles SOL des rats HFD. Les niveaux de GSSG étaient similaires dans
les deux groupes et le rapport GSH / GSSG n'était pas significativement différent, pas
plus que le potentiel redox calculé.

Nos recherches démontrent qu'un régime obésogéne a court terme modifie la
composition corporelle, les habitudes alimentaires, la satiété, 1’activité ambulatoire, le
sommeil, la force du muscle squelettique, 1'accumulation intramyocellulaire de
lipides, le métabolisme lipidique et les niveaux de glutathion chez le jeune rat. De
plus, ces effets précedent des changements significatifs dans 1’augmentation du poids
ainsi que 1’apparition de 1'obésité et des troubles métaboliques. Ces résultats indiquent
que l'exces de lipides alimentaires affecte divers comportements ainsi que plusieurs
fonctions musculaires, indépendamment de 1'obésité. De plus, ces résultats
permettront de mieux comprendre les adaptations précoces a ce type de diete dans
une jeune population ainsi que les mécanismes sous-jacents responsables des
phénomenes observés.

Mots clés: diete riche en lipides, jeunes rats, métabolisme, muscle squelettique, stress
oxydatif



ABSTRACT

Obesity and ensuing disorders are increasingly prevalent in the general and pediatric
population. Calorie-rich diets and bad eating habits are one of the main causes of this
phenomenon. High-fat diets (HFD), being more calorie-dense, greatly contribute to a
positive energy balance. Beyond this fact, HFDs have also been shown to alter
feeding and activity behaviors, skeletal muscle functions as well as redox signalling.
However, the multiple underlying mechanisms responsible for these alterations
remain, for the most part, nebulous. Further, the onset and interrelations between
these various metabolic and muscular functions in response to a HFD remain largely
uncharacterized. Hence, this study aimed at clarifying the effects of a short-term HFD
in a young population.

In order to do this, young male Wistar rats (100-125 g) were submitted to high-fat
(HFD) or regular chow (RCD) diets for 14 days. Several behavioral parameters,
including food and water intake, feeding patterns, ambulatory activity and sleeping
patterns were continuously monitored using metabolic chambers. Respiratory
exchange ratio (RER) and energy production were also measured. In a second
protocol, various skeletal muscle functions were investigated. Specific force,
resistance to fatigue and fatigue recovery were tested in the extensor digitorum
longus (EDL; glycolytic) and soleus (SOL; oxidative) muscles using an ex vivo
muscle contractility system. Analyses of muscle fiber type and size as well as
intramyocellular lipid droplet (LD) characterizations were also performed. Further,
enzymes involved in the insulin signalling pathway were measured by Western
blotting and RT-qPCR was used to quantify the expression of mediators of lipid
metabolism. In a third set of experiment, reduced (GSH) and oxidized (GSSG)
glutathione were measured in the SOL muscles of young rats in order to assess
oxidative stress and redox potential. In addition, the expression of multiple genes
implicated in glutathione redox signalling was measured by RNA Sequencing.

We found that, in the 3 different protocols, total weight gain was similar between
groups. However, heavier visceral fat depots and reduced liver weights were observed
in HFD rats. Total calorie intake was increased, but individual feeding bouts were
shorter and of higher calorie intake in the HFD group. Ambulatory activity and sleep
duration were decreased in HFD rats during passive and active phase, respectively.
Both acylated and unacylated ghrelin levels were unaltered by the increased calorie
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intake and the early changes in body composition. On the other hand, specific force
was decreased in the SOL, but not in the EDL of HFD rats. Muscle resistance to
fatigue and force recovery were not altered by diets, an observation consistent with
the unaltered muscle fiber typology. However, intramyocellular LD average cross-
sectional area was significantly increased in the SOL of HFD rats. These effects were
consistent with the increased transcription of several mediators of lipid metabolism in
the SOL muscle. Yet, these changes did not impair insulin signalling after 2 weeks.
We also observed significantly lower GSH levels in the SOL muscles of HFD rats.
The levels of GSSG were similar in both groups and the GSH/GSSG ratio was not
significantly different, nor was the calculated redox potential.

We hereby demonstrate that a short-term obesogenic diet alters body composition,
feeding patterns, satiation, ambulatory activity profiles and behaviours, skeletal
muscle force, intramyocellular lipid accumulation, lipid metabolism and glutathione
levels in a young rat model. Moreover, these effects precede changes in weight gain,
apparent obesity and ensuing metabolic disorders. This indicates that excess dietary
lipids affect various behaviors and skeletal muscle functions, independent of obesity.
These results, highlighting the various deleterious effects of HFD, will usher a better
understanding of the early adaptations to this type of diet in a young population as
well as the underlying mechanisms responsible for the observed phenomena.

Keywords: high-fat diet, young rats, metabolism, skeletal muscle, oxidative stress



INTRODUCTION

L’obésité est caractérisée par une accumulation excessive de gras corporel et atteint
plus de 120 millions d’enfants et adolescents 4gés entre 5 et 19 ans mondialement
(WHO, 2006). Une des principales causes de 1’obésité est une consommation accrue
d’aliments riches en lipides & haute teneur calorique. Les dietes obésogenes riches en
lipides ont aussi plusieurs autres conséquences déléteres. Outre leur effet sur le
métabolisme, elles peuvent influencer les comportements alimentaires, la satiété, le
sommeil et 1’activité physique. De plus, elles peuvent influencer plusieurs fonctions
du muscle squelettique, telles la force, le phénotype des fibres, la quantité et la
répartition des gouttelettes lipidiques intramusculaires ainsi que les réactions
d’oxydoréduction musculaires (Ciapaite et al., 2015; Eshima et al., 2017; Pinho et al.,
2017). L’importance et la vitesse de 1’apparition de ces modifications pourrait &tre
exacerbée chez une population en croissance. Etant donné la hausse de 1’obésité chez
cette population ainsi que l’augmentation de plusieurs facteurs de risque du
développement des troubles cardiométaboliques a 1’4dge adulte y étant liée, ce
phénomene constitue un probléme majeur. De ces faits découlent plusieurs questions.
Apres combien de temps, suite & une diete riche en lipides, apparaissent ces effets?
Quels sont les mécanismes sous-jacents? Comment ces phénomenes sont-sils
interreliés? Nous avons tenté de répondre a ces questions afin de mieux caractériser
les réponses métaboliques et musculaires a court terme suite & une diéte riche en

lipides.

La problématique sera tout d’abord présentée. Celle-ci inclue 1’explication de la mise
en contexte et de la pertinence pratique et scientifique. Elle est suivie de la question

de recherche et de 1’élaboration des hypotheses. Suivra la présentation du contexte
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théorique, soit le recensement des écrits sur le sujet. La méthodologie et les résultats
sont présentés a travers 3 articles scientifiques, qui discutent aussi des résultats de
I’étude. Finalement, une conclusion présentera les forces et les limites de ce projet de
recherche ainsi que des voies futures qu’elle pourra ouvrir dans le domaine de la

recherche sur 1’obésité et les maladies métaboliques.



CHAPITRE I

PROBLEMATIQUE

L’obésité est un probléme mondial qui touche les populations de tous ages, sexes et
nationalités. Son incidence est en hausse dans les pays industrialisés, dont le Canada,
ol les coiits liés a I’obésité dépassent les 10 milliards de dollars annuellement (Tran
et al., 2013). Les enfants et adolescents ne sont pas épargnés par ce phénomeéne. En
2016, plus de 30% des enfants Canadiens souffraient d’embonpoint (Rao,D.P.etal.,
2016). En plus de développer des problemes de santé en bas 4ge, leur risque de rester
obese a I’age adulte est d’autant plus augmenté, tout comme les facteurs de risque de
développer des troubles cardiométaboliques qui découlent de ce surplus de masse
adipeuse. Dans un contexte social favorisant un mode de vie sédentaire, I’un des
facteurs majeurs contribuant a 1’obésité demeure la consommation d’aliments riches

en lipides ayant une charge calorique élevée.

Au-dela de leur influence sur la balance énergétique, les aliments riches en lipides
contribuent a plusieurs phénomenes qui menent a 1’obésité, mais aussi a d’autres
pathologiés qui précédent parfois 1’apparition d’un surpoids. En effet, ces diétes
peuvent affecter les mécanismes de satiété, les fonctions musculaires telles la force et
la quantité de lipides intramyocellulaires ainsi que les réactions d’oxydoréduction.
Toutefois, les mécanismes impliqués dans ces altérations demeurent nébuleux et la
vitesse a laquelle ils sont initi€s pourrait &tre plus rapide chez les individus en
croissance. Etant donné les problémes éthiques que causeraient des recherches

impliquant des diétes a haute teneur en gras chez une population d’enfant, un modele
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animal s’avere tout indiqué. A 1’aide de rats en croissance, il sera possible de
déterminer la vitesse d’apparition des changements métaboliques causés par une diete

riche en lipides, les mécanismes qui les régissent ainsi que les liens qui les unissent.

N

La présente thése se voit donc une contribution potentielle a I’amélioration de la
compréhension des effets & court terme d’une dicte riche en lipides chez une
population en croissance ainsi que des mécanismes les régissant. Une meilleure
connaissance de ces phénomenes est une premicre étape vers des traitements et une

prévention plus efficace des problemes liés a 1’obésité et aux maladies métaboliques.



CHAPITRE II

HYPOTHESES ET QUESTION DE RECHERCHE

Le but principal de 1’étude était de déterminer les effets a court terme d’une diete
riche en lipides sur le métabolisme et les fonctions musculaires de jeunes rats. Pour ce

faire, trois protocoles spécifiques ont été effectués.

Premiérement, le but était de déterminer quels étaient les effets de la diéte sur le
métabolisme, les habitudes alimentaires, le sommeil et I’activité des rats. Pour y
arriver, nous avons placés les animaux dans des chambres métaboliques durant les
deux semaines du protocole, puis mesuré leur taux de ghréline a jeun. Notre
hypothése était que la diete influencerait le métabolisme des rats et aurait un impact
sur leur satiété et la qualité de leur sommeil, en plus de diminuer leur activité

ambulatoire.

Ensuite, nous avons tenté de déterminer 1’impact de la diéte riche en lipides sur les
fonctions musculaires des rats, notamment la force spécifique, la composition en
fibres musculaires, la quantité de lipides intramyocellulaires et la sensibilité du
récepteur a I’insuline dans les muscles oxydatifs et glycolytiques. Pour ce faire, nous
avons mesuré la force a I’aide d’un appareil de contractilité in vitro, en plus
d’effectuer de I’immunomarquage des fibres et un marquage fluorescent neutre des
gouttelettes lipidiques intramyocellulaires. Nous avons aussi déterminé la présence
des enzymes impiiquées dans la voie signalisation du récepteur a 1’insuline par

Western Blot et quantifié 1’expression de certains médiateurs du métabolisme des
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lipides par RT-qPCR. Notre hypothése était que la di¢te riche en lipides diminuerait
la force spécifique des muscles oxydatifs et soléaires, en plus d’altérer le phénotype
des fibres et de stimuler la quantité et la taille des gouttelettes lipidiques. De plus,
nous avons aussi émis I’hypothése que la diete riche en lipides altérerait la

signalisation du récepteur a I’insuline ainsi que le métabolisme des lipides.

Enfin, nous avions comme but de vérifier les impacts de la di¢te riche en lipides sur
les réactions d’oxydoréduction dans le muscle oxydatif. Pour y arriver, nous avons
mesuré le glutathion musculaire sous ses formes réduites et oxydées par
électrophorese capillaire, ainsi que son potentiel redox. De plus, nous avons mesuré,
par séquengage de I’ ARN (RNA-Seq), I’expression de plusieurs genes impliqués dans
la signalisation redox du glutathion. Notre hypothése était que la diete riche en lipide
induirait une diminution des niveaux de glutathion réduit ainsi qu’une augmentation

de glutathion oxydé, causant donc une diminution de son potentiel redox.



CHAPITRE III

RECENSEMENT DES ECRITS

3.1 Obésité

L’obésité est définie comme étant une accumulation excessive de gras corporel
pouvant nuire a la santé. Un adulte est considéré en surpoids lorsque son indice de
masse corporelle (IMC) dépasse 25 et obese lorsque son IMC dépasse 30. L’IMC est
calculé a partir du poids d’un individu (kg) divisé par sa taille (m) au carré (IMC =
kg/m?). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a qualifié 1’obésité d’épidémie
globale, touchant plus de 650 millions d’individus mondialement, soit environ 13%
de la population adulte. Dans la majorité des pays, 1’obésité est reliée a la mortalité
dans une plus grande proportion que la malnutrition. De plus, toujours selon I’OMS,
39% de la population, soit plus de 1,9 milliards d’individus adultes, serait en surpoids
(WHO, 2006).

Un enfant ou adolescent de 5 a 19 ans est considéré en surpoids lorsque son IMC est
supérieur de plus d’un écart type & la valeur médiane de la charte de croissance de
I’OMS; il est considéré obese lorsque son IMC dépasse cette méme valeur de plus de
deux écarts types (WHO, 2006). Pour un enfant de moins de 5 ans, le méme calcul est
appliqué avec 2 et 3 écarts types, respectivement. En 2016, plus de 120 millions
d’enfants et d’adolescents de 5 a 19 ans, ou environ 7% de cette population, étaient

obeses, alors que c’était le cas pour moins de 1% de cette méme population en 1975.
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Toujours selon les statistiques de ’OMS, plus de 40 millions d’enfants de moins de 5

ans auraient souffert d’obésité ou de surpoids en 2016.

Cette hausse de la prévalence de 1’obésité juvénile est d’autant plus évidente dans les
pays industrialisés occidentaux, comme les Etats-Unis ou le Canada (Roberts, K. C.
et al., 2012). Alors qu’environ 23,3% des enfants canadiens étaient en surpoids en
1979, cette proportion a augmenté a 31,4% en 2016 (Rao, D. P. et al., 2016). Bien
que la prévalence de I’obésité soit plus élevée chez les individus de sexe masculin et
dans les familles a faible revenu, les individus de sexe féminin ainsi que tous les
groupes socio-économiques sont affectés par cette problématique. De fagon encore
plus évidente, les taux d’enfants obéses augmentent rapidement avec 1’4ge, passant de
8,5% chez les 5 29 ans a 12,9% chez les 10 a 14, atteignant ensuite 18,2% chez les
15 a 17 ans. Dans les 10 derni¢res années, les chiffres demeurent significativement
stables, malgré 1’ampleur connue du probleme et les multiples stratégies mises de

I’avant pour I’enrayer.

3.1.1 Les causes de 1’obésité

De plus en plus d’études soulignent le caractere essentiel des facteurs
sociodémographiques (Keane et al., 2012) et psychosociaux (Torres et Nowson, 2007)
dans la problématique de 1’obésité. Il a été démontré que les enfants obeéses qui sont
victimes de jugements socialement défavorables par rapport a leur poids risquent de
développer des problemes d’obésité plus graves a 1’dge adulte (Puhl et Brownell,
2001). De plus, plusieurs facteurs prénataux comme la composition corporelle de la
mere (Zhang, Q. et al., 2014) et I’hérédité (Silventoinen et al., 2010) influencent la
composition corporelle de I’enfant, tout comme 1’allaitement aprés 1’accouchement
(Wang, L. et al., 2017). D’autre part, le manque de sommeil a aussi été identifié

comme une cause possible de 1’obésité chez les enfants (Chaput et al., 2011).
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Malgré I’importance non négligeable de tous ces éléments, le facteur physiologique le
plus important en cause dans le phénoméne de I’obésité demeure la balance
énergétique. Cette derniére est dépendante de deux facteurs : I’apport et la dépense
énergétique. Lorsque 1’apport en énergie est supérieur a la dépense, la balance
énergétique est positive. Le surplus d’énergie consommée sera transformé en masse
musculaire ou en masse adipeuse. A long terme, c’est cette accumulation de masse
adipeuse qui causera 1’obésité. Considérant que le métabolisme de base, qui constitue
environ 70% de la dépense énergétique quotidienne, est difficilement modifiable a
court terme, l’activité physique est le principal facteur modulant la dépense
énergétique (Westerterp, 2013). II est important de savoir que la plupart des enfants
canadiens n’atteignent pas les criteres minimaux d’activité physique quotidienne
recommandés par le guide Directives en matiere de mouvement sur 24 heures de la
Société Canadienne de Physiologie de I’Exercice (SCPE) (Colley et al., 2017). De
plus, la majorité de cette population adopte des comportements et un mode de vie
sédentaires (Tremblay et al., 2011). Cette sédentarité, jumelée au manque d’activité
physique, sont donc les deux principales causes d’une dépense énergétique réduite, ce

qui contribue grandement au développement de 1’obésité.

D’autre part, 1’apport énergétique quotidien d’un individu est plus facilement
modulable que sa dépense énergétique totale. C’est pour cette raison que la diete est
considérée comme la cause principale de 1’obésité (Kuzbicka et Rachon, 2013). Le
choix des aliments, chez 1’enfant, est sans contredit influencé par des facteurs
familiaux (Moens et al., 2009), socioculturels (Budd et Hayman, 2008) et
psychologiques (Zametkin et al., 2004). Au niveau physiologique, les deux
principaux facteurs influengant la prise alimentaire sont 1’appétit et la récompense
(Zilberter, 2015). Les aliments riches en sucre et en lipides sont reconnus comme
activant de facon importante plusieurs régions du cerveau, dont le centre gustatoire, le
cortex somato-sensoriel, le putamen, le striatum et les régions associées au systéme

de récompense (Stice et al., 2013). Ce dernier, chez les individus obeses, subit
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d’ailleurs plusieurs modifications, dont Stice et Yokum proposent un modele revisé

(Stice et Yokum, 2016) (Figure 3.1).

Genetic propensity for
higher DA signaling
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Immediate reward bias

Figure 3.1 : Version revisée du Dynamic Vulnerability Model of Obesity

Les mécanismes controlant 1’appétit et la satiété sont complexes et dépendent de
plusieurs neurones et hormones. Au niveau central, 1’appétit est principalement
contr6lé dans le nbyau arqué de I’hypothalamus, mais aussi dans le sillon latéral
dorsal du tronc cérébral, d’ot émerge le nerf vague (Stanley et al., 2005). Plusieurs
hormones gastrointestinales contribuent aussi a ces modulations, dont le neuropeptide
Y (NPY), le peptide YY (PYY), le polypeptide pancréatique (PP), le glucagon-like
peptide-1 (GLP-1), ’oxyntomoduline, le glucagon, la ghréline, 1’obéstatine, la
cholécystokinine (CCK) et 1’amyline (Suzuki et al, 2012). D’autres hormones
comme !’insuline (Air et al., 2002) et la leptine (Hussain, Z. et Khan, 2017) jouent
aussi un role important dans les mécanismes de satiété. Chez les individus obeses, ces

mécanismes sont souvent altérés, ce qui favoriserait une prédominance du systéme de
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récompense, résultant ainsi en une consommation d’aliments riches en sucre et en
lipides (Hussain, S. S. et Bloom, 2013). En plus d’avoir une densité calorique plus
élevée, il a été démontré que les aliments riches en gras causent moins la satiété que
les aliments riches en glucides (Cotton et al., 2007) ou en protéines (Ortinau et al.,
2014). En consommant ces aliments riches en gras, les individus obéses ingérent donc
plus de calories sans stimuler les mécanismes de satiété de facon proportionnelle a la
charge calorique, perpétuant ainsi un cercle vicieux difficile a combattre (la Fleur et
al., 2007).

3.1.2 Les conséquences de 1’ obésité

Les conséquences de 1’obésité sont nombreuses et touchent plusieurs sphéres
interreliées. Selon I’'Institut McKinsey, les cofits mondiaux annuels reliés a 1’obésité
dépasseraient 2 trillions de dollars en 2012, ce qui en ferait le troisiéme plus cofiteux
probléeme social généré par I’homme aprés le tabagisme et la violence armée, la
guerre et le terrorisme, qui cofitent chacun environ 2,1 trillions annuellement (Dobbs
et al., 2014). Au Canada seulement, les cofits li€s a 1’obésité dépasseraient les 10
milliards de dollars, soit environ 4% du budget alloué a la santé (Tran et al., 2013).
Particuli¢rement chez les enfants et les adolescents, 1’obésité augmente le risque de
développer plusieurs maladies ou troubles psychologiques. En effet, les cas de
dépression et d’anxiété sont plus courants chez les enfants souffrant d’embonpoint
(Anton et al., 2006). Ces derniers ont aussi plus de chances de développer des
problemes d’estime de soi (Franklin et al., 2006), des problémes comportementaux
(Sawyer et al., 2011) et des troubles alimentaires restrictifs (Lebow et al., 2015). Ils
courent aussi plus de risques d’étre victimes d’intimidation (Neumark-Sztainer et al.,
2002), ce qui peut les mener a développer un trouble psychologique ou a exacerber un

trouble préexistant.
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Il existe toujours un débat a savoir si 1’obésité est une maladie en soi. Le concept
récent d’obeéses métaboliquement en santé (Karelis et al., 2004; Phillips, 2013)
démontre qu’il est possible d’étre obése sans pour autant souffrir d’aucune maladie.
Toutefois, le surplus de poids de ces individus augmente leurs risques de développer,
tot ou tard, d’autres problémes de santé. L’obésité est considérée comme un facteur
de risque indépendant de maladies cardiovasculaires, incluant 1’hypertension,
I’angine de poitrine, les maladies coronariennes, l’infarctus du myocarde,
I’insuffisance cardiaque, la fibrillation atriale et 1’accident vasculaire cérébral (Klein
et al., 2004). De plus, un IMC élevé a été associé a un risque accru de développer un
cancer, indépendamment du type (Calle et al., 2003). L’obésité est le facteur de
risque principal dans le développement de 1’apnée obstructive du sommeil, un trouble
pouvant mener a plusieurs complications cardiaques (Pillar et Shehadeh, 2008).
L’embonpoint est aussi lié a d’autres maladies, telles la stéatose hépatique non-
alcoolique (Church et al., 2006), la pancréatite aigué (Martinez et al., 2006) et
plusieurs troubles de la vésicule biliaire, dont la lithiase biliaire (Tsai et al., 2004).
L’obésité, surtout chez les personnes plus dgées, augmente aussi le risque de
développer de ’arthrose dans les membres inférieurs, notamment au niveau de la
hanche et du genou, ce qui réduit leur mobilité et leur qualité de vie (Tukker et al.,

2009).

Toutefois, la maladie la plus associée a 1’obésité demeure le diabéte de type 2. En
effet, il est estimé qu’environ 90% des individus souffrant de diabete de type 2 sont
obeses ou en surplus de poids (Whitmore, 2010). Les chances de développer cette
maladie sont triplées chez les individus en surplus de poids et 7 fois plus élevées chez
les individus obeéses comparativement aux individus ayant un IMC normal (Abdullah
et al., 2010). Aux Etats-Unis, la prévalence du diabete augmente parallelement avec
celle de 1’obésité depuis 20 ans (Barnes, 2011). Evidemment, la plus grande incidence
de toutes ces maladies chez cette population résulte en un taux de mortalité beaucoup
plus élevé (Flegal et al., 2007).
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Chez les enfants, 1’obésité a causé ’apparition de maladies autrefois observées
seulement chez les adultes, telles 1’hypertension, 1’hyperlipidémie et le diabéte de
type 2 (Gungor et al., 2005). Les adolescents obeses sont aussi plus a risque de
développer des troubles de la puberté, de I’asthme, de 1’apnée du sommeil, une
stéatose hépatique et des troubles musculosquelettiques (Reilly et al., 2003). D’autre
part, les enfants et adolescents obéses ont plus de chance de rester obeses a 1’age
adulte, ainsi que de développer une obésité morbide (The et al., 2010). Les facteurs
de risque causés par 1’obésité, une fois a 1’age adulte, sont aussi augmentés chez les
individus qui souffraient d’obésité a 1’enfance ou a I’adolescence (Franks et al., 2010).
Certaines études avancent méme que l’obésité a 1’adolescence augmenterait les
risques de mortalité a 1’4ge adulte, indépendamment de I'IMC a 1’age adulte (Must et
al., 1992). 11 semblerait donc que les effets d’une obésité en bas dge pourraient se
répercuter a treés long terme dans 1’age adulte. De plus, le gain de poids d’un enfant en
tres bas dge se révele €tre un excellent prédicteur d’obésité infantile et méme
d’obésité a 1’age adulte (Druet et al., 2012). Un gain de poids plus rapide chez des
bébés nourris avec une formule enrichie augmenterait méme les risques d’obésité a

I’enfance (Singhal et al., 2010). Ces faits démontrent a quel point les mécanismes

d’obésité sont déclenchés rapidement ainsi que leur persistance dans le temps.

3.1.3 Les stratégies contre 1’obésité

Devant I’ampleur du probléme de I’obésité, plusieurs stratégies sont mises de I’avant
pour le combattre. La chirurgie constitue la méthode la plus cofiteuse et invasive, sans
toutefois &tre la plus efficace. La liposuccion, qui consiste a retirer du gras sous-
cutané majoritairement dans la région abdominale, n’offre pas les mémes bénéfices
métaboliques qu’une perte de poids due a la diete et a I’exercice (Seretis et al., 2015).
En fait, cette procédure pourrait mener a une augmentation compensatoire de gras

viscéral, qui est plus métaboliquement dommageable (Benatti et al., 2012). La
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chirurgie bariatrique, elle, consiste a réduire la taille de ’estomac par diverses
méthodes. Bien que cette méthode puisse étre efficace dans certains cas (Wolfe et al.,
2016), plusieurs des individus ayant eu recours a cette intervention reprennent le
poids perdu (Alvarez et al., 2016) et sont a risque de développer de 1’anémie, des
carences en vitamines, minéraux et protéines ainsi que des troubles du métabolisme
osseux (Lupoli et al, 2017). Jadis prometteuse, 1’avenue de [!’intervention
pharmacologique n’a donné jusqu’a maintenant que des résultats mitigés jumelés a
des effets secondaires non désirables (Viner et al., 2010). La méthode la plus
courante de gestion de 1’obésité demeure la modification de la balance énergétique,
soit par une augmentation de la dépense énergétique ou par une diminution de
1’apport calorique. Plus de la moiti€é des Américains souffrant d’obésité tenteraient de
perdre du poids (Andreyeva et al., 2010). Cependant, seulement 1 individu sur 6
réussit 2 maintenir une perte d’au moins 10% de son poids corporel aprés un an
(Kraschnewski et al., 2010). Ces individus doivent effectivement combattre de
nombreuses altérations physiologiques stimulant le regain de poids (Greenway, 2015).
Une perte de poids soutenue sans une modification importante du mode de vie s’aveére

donc une tiche ardue (Dalle Grave et al., 2010).

Les interventions contre 1’obésité s’averent toutefois plus efficaces chez les enfants et
les adolescents. Bien que 1’exercice soit un moyen efficace de combattre 1’obésité
dans cette population (Sothern, 2001), les programmes d’intervention
comportementale sont de plus en plus utilisés (Stewart et al., 2009). D’autre part, la
meilleure voie pour combattre 1’obésité infantile semble é&tre la prévention.
Effectivement, ’efficacité des programmes de prévention contre 1’obésité a été
démontrée dans une population d’age scolaire (Waters et al., 2011) et aussi d’4age
préscolaire (Hesketh et Campbell, 2010). Au Canada, il est estimé qu’un enfant obese
colte 81$ de plus au systtme de santé annuellement comparativement a un enfant
d’IMC normal, alors que le coiit annuel d’un programme de prévention serait de

23$ par enfant (Tran et al., 2013). Considérant les cofits présents et futurs imputables



15

a un individu obese, la prévention se présente comme la solution la plus efficace a ce
probleme complexe. Une meilleure compréhension des premiers mécanismes menant
a I’obésité en bas dge demeure toutefois essentielle au développement de nouvelles

interventions.

3.2 Les dietes riches en lipides -

Selon le Guide Alimentaire Canadien, la proportion de lipides devant &tre ingérée
dans une saine alimentation devrait se situer entre 20% et 35% des macronutriments
pour les adultes, entre 25% et 35% pour les enfants et adolescents agés de 4 a 18 ans
et entre 30% et 40% pour les enfants de 3 ans et moins. En moyenne, la di¢te de la
population adulte américaine (Zhang, R. et al., 2015) et canadienne (Jessri et al.,
2015) respecte ces pourcentages. Bien que les dietes riches en lipides gagnent en
popularité comme traitement contre 1’obésité, leurs effets bénéfiques a long terme ne
sont pas démontrés (Brouns, 2018). De plus, les adultes souffrant d’embonpoint et
d’obésité ont une alimentation proportionnellement plus riche en lipides (Raatz et al.,
2017). Tel que vu dans les sections précédentes, ces mauvaises habitudes alimentaires
débutent souvent dés le jeune age. De fait, les enfants et adolescents canadiens
consomment en moyenne de 23% a 31% de leurs calories provenant d’aliments riches
en sucres ou en gras non recommandés par le Guide Alimentaire Canadien (Jessri et
al., 2016).

D’autre part, 1a provenance et la composition des lipides ingérés revét une importance
majeure. Les acides gras saturés, provenant principalement de sources animales, sont
considérés plus nocifs pour la santé cardiovasculaire (Flock et al., 2014) et plus
obésogenes (Phillips et al., 2012). Au niveau métabolique, la saturation des acides

gras affecte leur B-oxydation. Par exemple, un acide gras saturé tel que I’acide
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palmitique (16:0) sera oxydé moins rapidement qu’un acide gras monoinsaturé tel que
I’acide oléique (18:1 n-9), ce qui cause une dépense calorique moins élevée (Kien et
al., 2005). La longueur de I’acide gras saturé ou insaturé affecte aussi la vitesse a
laquelle il est oxydé (Leyton et al., 1987). 1l a ét€ démontré qu’une substitution des
acides gras saturés pour des acides gras monoinsaturés (Liu, X. et al., 2016) ou
polyinsaturés (Summers et al., 2002) dans la die¢te d’individus obéses réduit
significativement leur masse adipeuse (Piers et al., 2003) et ce sans diminution de
leur apport calorique total. Ces études, comme plusieurs autres, réfutent le mythe
«une calorie est une calorie » qui persiste encore aujourd’hui (Feinman et Fine,

2004).

Depuis les 25 derniéres années, la consommation moyenne de gras saturés chez les
Canadiens est demeurée stable, constituant environ 10% de I’apport en
macronutriments (Micha et al., 2014). Toutefois, le Canada est un des pays ou 1’on
consomme le plus de gras trans quotidiennement (Wanders et al., 2017). Bien qu’ils
puissent provenir de sources animales (Hartman et al., 1955), la grande majorité des
gras trans consommés sont produits de fagon industrielle par 1’hydrogénation
partielle de gras cis-insaturés liquides de source végétale. De par leur effet
modulatoire sur la concentration sanguine de lipoprotéines a haute et basse densité, la
consommation de gras trans constitue un risqué majeur de maladies cardiovasculaires
(Igbal, 2014). De fait, la consommation d’acides gras trans de source industrielle est
associée positivement aux mortalités causées par les maladies cardiovasculaires et
coronariennes (de Souza et al., 2015). Ces conséquences néfastes ont incité plusieurs
pays a bannir ces gras de ’industrie alimentaire (Benac, 2014). Avec cette disparition
progressive des gras trans, le focus est de nouveau sur la diminution de la
consommation de gras saturés, tant chez les adultes (Hooper et al., 2015) que chez les

enfants (Te Morenga et Montez, 2017).
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3.2.1 Le modele animal

L’étude des effets d’une diéte riche en lipides sur une population humaine est de
caractére majoritairement épidémiologique. De plus, une proportion importante des
études cliniques sur le sujet ont pour objectif d’observer les effets aigus d’un ou de
plusieurs repas sur différents parametres physiologiques, dont la concentration de
glucose sanguin (Gannon et al., 1993), la sensibilité & I’insuline (Robertson et al.,
2002), I’absorption des acides gras dans différents tissus (Votruba et al., 2007),
I’appétit (Silberbauer et al, 1998) ainsi que le quotient respiratoire et la
thermogénese (Maffeis et al., 2001). Quelques études ont cependant pu étudier les
effets 2 moyen-terme d’une diete riche en lipides (Tam et al., 2010). Certains
protocoles se prolongent jusqu’a 8 semaines (Votruba et Jensen, 2011), et ce méme
chez les enfants et les adolescents (Treuth et al., 2003). Toutefois, les difficultés au
point de vue éthique ainsi que dans la recherche, 1’adhésion et le suivi des participants
résultent en une faible faisabilité. D’autres limitations telles les données auto-
rapportées par les participants pouvant manquer de précision (Hebert et al., 2003), les
différences physiologiques inter-individus, les niveaux variant de stress et d’activité
physique ainsi que la durée relativement courte des protocoles rendent 1’étude des

mécanismes menant a 1’obésité dans un modele humain difficile.

Les di¢tes a haute teneur en lipides sont utilisées depuis plus de 60 ans dans un
modele animal et leurs propriétés obésogenes ont vite ét€ démontrées (Peckham et al.,
1962). Ces dietes sont donc couramment utilisées dans la recherche sur 1’obésité
(Speakman et al., 2007), le plus souvent chez des souris et des rats. Ces derniers sont
d’ailleurs utilisés depuis plusieurs décennies, notamment dans la recherche sur le
diabéte et la résistance a l’insuline (Budohoski et al., 1993), une branche de la
recherche dans laquelle le modele animal se révele indispensable (King, 2012).
Toutefois, outre la souche animale, plusieurs parametres peuvent varier lors de

I’utilisation de ce modele, telle la provenance ou le type de lipides utilisés, le
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pourcentage de 1’apport calorique représenté par ceux-ci, la composition de la diéte
contrdle ainsi que la durée du protocole. Lai et al. proposent un tableau résumant ces

variations (Lai et al., 2014) (Figure 3.2).

Figure 3.2 : Facteurs variables d’un protocole d’obésité induite par la dicte

Plusieurs souches de souris sont utilisées dans la recherche sur 1’obésité. Les souris
de souche C57/BL6, 129X1, DBA/2 et FVB/N sont toutes a risque de développer de
I’obésité, a des niveaux variables, lorsque soumises a des dictes riches en lipides
(Montgomery et al., 2013). D’autres souches, comme les BALB/C, peuvent toutefois
se montrer résistantes a 1’obésité (Boi et al., 2016). Chez les rats, les différences de
gain de poids, selon la souche, en réponse a une méme diete sont connues depuis les
années 1970 (Schemmel et al., 1970). Ainsi, les rats de souche Lewis (Schmiedt et al.,
2011), Long-Evans (Woods et al., 2003) et Fischer 344 (Levy et al., 2004) sont
communément utilisés en recherche sur 1’obésité. Certaines autres souches, telles les
rats Zucker (fa/fa) (Kurtz et al., 1989) ou Otsuka Long-Evans Tokushima (Kawano et
al., 1994; Schroeder et al., 2009), ont des prédispositions génétiques au
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développement de I’obésité, peu importe la diete. Toutefois, le modele de 1’obésité
induite par la di¢te tend & mieux reproduire 1’obésité humaine et devrait donc étre

priorisé dans I’étude des mécanismes obésogenes (Lutz et Woods, 2012).

De nombreux facteurs pourraient expliquer pourquoi certaines souches de rats sont
susceptibles a 1’obésité, alors que d’autres y sont résistantes. L’accumulation accrue
de masse adipeuse chez les rats susceptibles a 1’obésité pourrait étre due, entre autres,
a une expression accrue du neuropeptide Y (Beck, 2006) qui favoriserait la
consommation plus importante de calories observée chez ces souches (Chang, S. et
al., 1990). D’autre part, ces animaux auraient aussi une meilleure capacité de
stockage de D’énergie (Levin et Dunn-Meynell, 2000), une oxydation des lipides
moins efficace (Jackman et al., 2010) ainsi qu’une activité de I’enzyme lipoprotéine
lipase réduite dans les tissus adipeux (Jackman et al., 2006). Les deux lignées de rats
les plus utilisés pour ce type de recherche sont les Sprague-Dawley et Wistar.
Lorsque soumis a la méme diéte riche en lipides, on observe chez ces deux lignées,
par rapport a une di¢te contrdle, une augmentation du poids corporel, de la masse
adipeuse, de la taille des adipocytes mésentériques ainsi qu’une hyperglycémie
induite per os et. des taux sanguins d’adiponectine et de leptine accrus (Marques et al.,
2015). Toutefois, tous ces changements sont plus importants ou apparaissent plus tot
chez le rat Wistar, ce qui en fait une lignée idéale pour la recherche sur 1’obésité

induite par la diéte a court terme.

L’age et le sexe des animaux influencent aussi leurs adaptations physiologiques a la
diete. Le poids des rats miles augmente beaucoup plus rapidement que celui des
femelles au début de 1’age adulte, qui se situe aux alentours de 8 semaines, et
demeure plus €levé tout au long de sa vie adulte (Kwekel ez al., 2010). Par contre, il
semble que les rats femelles soient plus susceptibles a I’obésité induite par une diete
en trés bas dge (Rodriguez et al., 2001). Vers la cinqui¢me semaine de vie, les rats

atteignent le stage de la puberté (Sengupta, 2013) qui se manifeste, entre autres, chez
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le rat femelle, par 1’apparition d’oestrus suivant un cycle de 4 ou 5 jours (Westwood,
2008). Etant données les variations de consommation de nourriture et de poids
corporel changeant selon la phase du cycle d’oestrus (ter Haar, 1972), la majorité des
recherches sur 1’obésité préconisent 1’utilisation du rat méle (Giles et al., 2016). Par
ailleurs, les jeunes rats seraient plus susceptibles a 1’obésité que des rats adultes ou
agés lorsque nourris d’une diete obésogene (Erdos et al., 2011). I a été démontré que
des rats agés de 4 semaines au début d’un protocole montrent des accumulations de
gras viscéral plus importantes aprés 13 semaines de diéte obésogeéne que des rats agés
de 12 semaines au début du méme protocole (de Castro et al., 2013). Dans un
protocole de 8 semaines sur des rats 4gés de 3 semaines, il est possible d’observer
certains symptémes du syndrome métabolique, tels un poids corporel, une masse
adipeuse abdominale et un taux de glucose sanguin a jeun plus élevés ainsi que
I’apparition plus rapide d’hypertension, comparativement a des rats adultes (Cheng et
al., 2017). L’ utilisation de jeunes rats serait donc idéale dans 1’étude des effets a court
terme d’une diéte obésogene, puisqu’ils apparaissent plus rapidement et de fagon plus

prononcée a ce stade du développement.

Tel que mentionné précédemment, le type d’acide gras se trouvant dans une diéte
influence grandement la qualité obésogene de cette dernicre, et ce indépendamment
de sa charge calorique théorique (Silva et al., 2006). Ainsi, les acides gras saturés
sont généralement plus obésogenes que les acides gras monoinsaturés et polyinsaturés
(Hariri et al., 2010; Wang, H. et al., 2002). Ces derniers sont oxydés plus rapidement
que les acides gras saturés (Leyton et al., 1987), qui eux sont plus facilement stockés
sous forme de diglycéride, de triglycéride ou de céramide (Gaster et al., 2005). Les
gras insaturés stimulent aussi la thermogénese postprandiale de fagon plus importante
que les gras saturés (Casas-Agustench et al., .2009). Bien qu’elle soit disputée (Strik
et al., 2010), une autre hypothese avance que les gras polyinsaturés causent une plus
grande satiété (Lawton et al., 2000) en diminuant notamment I’activité de la ghréline

et en augmentant celle du peptide YY (Stevenson et al., 2015).
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Les diétes obésogenes a base de lard semblent étre celles causant un gain de poids le
plus important, bien que le pourcentage de gras saturés de cette source animale soit
d’environ 40% (Buettner et al., 2007). En comparaison, I’huile de noix de coco, une
source de gras végétal contenant environ 90% de gras saturés, est moins obésogene
que le lard et que I’huile de soja, qui elle contient 14% de gras saturés (Deol et al.,
2015). Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces phénomeénes. L’huile de coco est
composée majoritairement d’acide laurique (12:0), alors que le lard est composé
d’acides gras a plus longues chaines, tels I’acide palmitique (16:0) et I’acide stéarique
(18:0). Plus I’acide gras est long, moins il sera oxydé par 1’organisme, qui favorisera
plutdt son stockage (DeLany et al., 2000). En effet, il est possible d’observer une
adiposité plus importante chez des rats soumis a une di¢te contenant des triglycérides
a longue chaine comparativement a des rats soumis a une diete de triglycérides a

chaine moyenne (Takeuchi et al., 2006).

D’autre part, il a été démontré qu’une consommation excessive d’acide linoléique, tel
que contenu dans 1’huile de soja, induit I’obésité de par sa conversion en acide
arachidonique, qui lui agit sur les endocannabinoides 2-arachidonylglycérol et
anandamide jouant un rdle dans la régulation de 1’appétit (Alvheim et al., 2012). La
préférence des rats pour le gofit de I’acide linoléique (Mizushige et al., 2007) pourrait
expliquer pourquoi une diéte & base de lard (+ 11% acide linoléique) s’est montrée
plus obésogéne qu’une diete & base d’huile végétale hydrogénée (+ 4% acide
linoléique) ayant la méme charge calorique et la méme quantité d’acide gras saturés
(Kubant et al., 2015). Toutefois, il n’en va pas de méme pour l’acide linoléique
conjugué, dans lequel une paire ou plus de liaisons doubles est séparée par une seule
liaison simple. Illustrant 'importance de la configuration des liaisons doubles de
carbone, I’acide linoléique conjugué peut prévenir 1’obésité de par son influence
potentielle sur le métabolisme énergétique, le métabolisme des lipides, I’adipogénese,

I’inflammation, 1’apoptose adipocytaire, la lipolyse, la lipogénese, la thermogénese
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ainsi que le remodelage de tissus adipeux blancs en tissus adipeux bruns (Shen, W. et

Mclntosh, 2016).

Un autre facteur influengant les effets d’un acide gras polyinsaturé est la position de
sa double liaison terminale. Les acides gras polyinsaturés n-3, ou Omega-3, sont
considérés anti-obésogenes de par leur activité anti-inhibitoire de GLUT4 et de PI3
kinase dans le muscle, par leur effet inhibitoire sur I’expression de certaines enzymes
impliquées dans la lipogénése, ainsi que par leur effet stimulant sur 1’oxydation des
lipides dans le foie via I’activation de PPAR-a (Delarue et al., 2004). Les acides gras
n-3 régulent donc la différentiation adipocytaire, le stockage des lipides et
I’inflammation a la baisse, tout en stimulant la dépense énergétique (Huang, C. W. et
al., 2016). Ainsi, lorsque des rats sont soumis a une dicte riche en lipides composée
d’huile de poisson, riche en acides gras polyinsaturés -3, ils montrent un poids
similaire (Holness et al., 2003) ou inférieur (Levy et al., 2004) au groupe contréle,
sans développer de résistance a I’insuline, un effet observable d’une diéte riche en
lipides contenant des acides gras d’autres sources, telles le lard ou I’huile de carthame

riche en acide linoléique -6 (Buettner et al., 2007).

Ces acides gras polyinsaturés -6, ou Omega-6, sont ceux retrouvés en plus grande
quantité dans la diete nord-américaine, mais aussi dans la di¢te animale industrielle
« chow » de rongeurs, en proportion de 20:1 (O'Connell et al., 2013). Alors que
I’acide eicosapentaénoique (EPA; w-3) produit la prostaglandine E3 et le leucotricne
B35, I’acide arachidonique (®-6) est a I’origine des mémes produits sous leur forme
E2 et B4, qui favorisent la thrombose et ’inflammation (Simopoulos, 2008). La
prostaglandine E2 inhibe aussi le remodelage de tissus adipeux blancs en tissus
adipeux bruns (Banni et Di Marzo, 2010) impliqués dans la thermogénése. En plus de
stimuler la signalisation du syst¢éme endocannabinoide (Matias et Di Marzo, 2007),
I’acide arachidonique est aussi impliqué dans le processus de différentiation

adipocytaire (Gaillard et al., 1989) en plus de compromettre la signalisation de la
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leptine (Cheng, L. et al., 2015). Par contre, ces effets peuvent étre atténués par un
apport suffisant en acides gras n-3 (Schmitz et Ecker, 2008), ce qui souligne
I’'importance du ratio n-6/n-3 dans la diete (Lands, B., 2014).

Bien qu’ils ne soient pas essentiels, les acides gras -9, ou Omega-9, se retrouvent
dans plusieurs sources alimentaires telles 1’huile d’olive, I’huile de canola et le beurre,
majoritairement sous forme d’acide oléique. De récentes études ont démontré qu’une
diete riche en acide oléique pouvait aider a réduire 1’obésité ainsi que la masse
adipeuse abdominale (Kien et Bunn, 2008; Liu, X. et al., 2016) en stimulant
I’oxydation des acides gras par 1’activation de PPAR-6 (Ravnskjaer et al., 2010). Un
dérivé de I’acide oléique, 1’oleoylethanolamine, démontre des propriétés
anorexigeénes (Bowen et al., 2017) et stimule la lipolyse par 1’activation de PPAR-a
(Fu et al., 2003). De plus, I’effet anorexigeéne de ’acide oléique pourrait étre causé
centralement par son effet inhibiteur sur 1’expression hypothalamique du
neuropeptide Y (Obici er al., 2002). Dans les adipocytes, 1’acide oléique peut
augmenter 1’expression de I’adiponectine, une hormone qui participe a la dégradation
des céramides, activant ainsi ’AMPK qui stimule 1’oxydation des acides gras
(Holland et al., 2011). Les différents effets, parfois opposés, des nombreuses formes
de gras saturés et insaturés variant de longueur et de configuration illustrent leur
influence sur les mécanismes menant a I’obésité. Le choix du type d’acides gras

utilisé dans une diete obésogeéne revét donc une grande importance.

Une diete peut €tre considérée a haute teneur en gras lorsque le pourcentage des
calories provenant des lipides atteint 30% (Harris et Kor, 1992). Etant donné le faible
pourcentage de lipides se retrouvant dans les dietes « chow », soit de 5 & 10% selon
les formulations, une di¢te contenant aussi peu que 13% des .calories provenant des
lipides peut induire un gain de poids significatif sur une longue période (Harrold et
al., 2000). Une grande quantité d’études sur des rats Wistar utilisent toutefois des

diétes contenant environ 60% des calories provenant des lipides (Briaud et al., 2002;
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Chalkley et al., 2002; Oakes et al., 1997; Rezende Yanagihara et al., 2017; Taouis et
al., 2002; Yaspelkis et al., 2001). Les di¢tes contenant une proportion de lipides plus
importante que 60% sont rarement utilisées puisqu’elles sont souvent considérées
comme étant « extrémes » (Ahmed et al., 2009; de Souza et al., 2008), n’entrant pas

dans les normes acceptables d’une di¢te humaine.

L’effet obésogeéne a court terme d’une di¢te, chez les rongeurs, est directement relié a
sa densité calorique. Un gramme de lipides contient, selon le syst¢éme Atwater, 9
calories; sa densité calorique est 2,25 fois plus importante que celle d’un gramme de
glucide ou de protéine, qﬁi contiennent chacun 4 calories. Il a été démontré que les
rats ingérent, peu importe la di¢te, le méme poids de nourriture quotidiennement
(Ramirez et Friedman, 1990), ce qui résulte en une plus grande consommation de
calories chez les rats soumis & une dic¢te riche en lipides. Cette consommation
équivalente en poids de nourriture souléve aussi un probleme lorsqu’une dicte
« chow » enrichie en gras est utilisée. Effectivement, les animaux consomment plus
de lipides, mais moins de protéines et de micronutriments puisque le « chow » est
mélangé a la source supplémentaire de lipides. De ce fait, plusieurs compagnies,
telles Research Diets et Teklad (Envigo), offrent des diétes obésogenes formulées
spécifiquement pour offrir une quantité suffisante de micronutriments et de protéines.
Considérant que les protéines peuvent avoir un effet anti-obésogene (Halton et Hu,
2004) méme en présence d’une grande quantité de lipides (Pichon et al., 2006), le
pourcentage des calories provenant des protéines dans la diete obésogene se doit
d’étre similaire a celui de la diete contréle. L’augmentation de I’apport relatif en
lipides, dans une diéte obésogéne, se traduit donc par une diminution de I’apport

relatif en glucides.

Tout dépendant de 1’étude et des effets désirés, un protocole de diete obésogene peut
étre aussi court que deux semaines ou durer pendant la vie entiere de I’animal (Iwasa

et al., 2018). Habituellement, chez les rats, un gain de poids significatif est
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observable aprés environ quatre semaines de diéte riche en lipides (Ramirez et
Friedman, 1990; Suk et Shin, 2015). Plus le protocole est long, plus le pourcentage de
différence de poids corporel, comparativement au groupe contrdle, sera élevé
(Marques et al., 2015) (Figure 3.3). Ainsi, il est possible d’observer un gain de poids
jusqu’a 30% supérieur chez des rats Wistar apres un protocole de 300 jours (Chalkley
et al., 2002). Toutefois, il est important de noter que le pourcentage d’adiposité, chez
les rats de la méme étude, est de 60% supérieur au groupe contréle. D’autres études
confirment d’ailleurs 1’augmentation plus rapide de 1’adiposité, comparativement au
poids corporel, chez les rats (Schmiedt et al., 2011; Woods et al., 2003), ce qui
souligne la présence de nombreux changements métaboliques précédant une

augmentation de poids significative.
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Figure 3.3 : Evolution du poids de rats soumis & une diéte riche en lipides
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Plusieurs changements métaboliques sont aussi observables chez les rats apres
seulement deux semaines de di¢te obésogene. En plus d’observer une adiposité plus
élevée, Song et al. ont aussi démontré une production endogeéne de glucose et une
néoglucogenese augmentée chez des rats Wistar (Song, S. et al., 2001). Une autre
étude a pu observer des taux significativement plus élevés de glucose plasmatique,
d’insuline, de triglycérides et de cholestérol total chez des rats Sprague-Dawley
(Srinivasan et al., 2005). Reed et al. ont pu observer des résultats similaires (Reed et
al., 2000), ce qui tend a démontrer 1’apparition rapide de mécanismes menant a la
résistance a I’insuline (Ahren et al., 1999). De plus, deux semaines de di¢te riche en
lipides semblent suffisantes pour altérer certains mécanismes centraux et
périphériques régulant I’appétit et de la satiété (Primeaux et al., 2013; Schaffhauser et
al., 2002). Ces mécanismes, importants dans le développement de 1’obésité, seront

explorés plus en détail dans la section suivante.

3.2.2 Les effets d’une diéte riche en lipides

Tel qu’abordé bri¢vement dans la section précédente, les dietes riches en lipides ont
plusieurs effets métaboliques, souvent déléteres. Un de ces effets est 1’altération de
certains mécanismes régulant I’appétit et la satiété. De plus, il semble y avoir un lien
entre les dietes obésogenes et les niveaux d’activité physique et de sommeil, deux
facteurs aussi impliqués dans le développement de 1’obésité. Les effets sur le muscle
squelettique et sur les réactions d’oxydoréduction seront abordés plus spécifiquement

dans des sections subséquentes.

Le systeme gastrointestinal contient des neurones sensitifs vagaux responsables de
mesurer le volume de I’estomac et le contenu des intestins (Brookes et al., 2013). 1l a
été démontré que la distension abdominale stimule ces nerfs se rendant au systéme

nerveux central dans I’amygdale et le cortex insulaire gauches (Wang, G. J. et al.,
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2008). Ces deux zones, plus précisément la portion basolatérale de I’amygdale et la
portion antérieure gustatoire du cortex insulaire, sont directement impliquées dans le
contrble de la satiété (Parkes et Balleine, 2013). La sensation physique d’un estomac
plein est un des critéres de cessation d’un repas chez les humains (Tuomisto et al.,
1998) et le niveau de distension gastrique est directement corrélé négativement a la
consommation de nourriture (Geliebter, 1988). Le méme phénomeéne est observable
lorsqu’une distension gastrique est induite artificiellement, sans apport nutritionnel,
chez des rats (Hargrave et Kinzig, 2012). Comparativement a un repas « régulier », la
densité calorique d’un repas riche en lipides est plus élevée et son volume, pour un
nombre équivalent de calories, sera plus faible (Rolls et al., 1998). Un repas moins
volumineux cause une distension gastrique moins importante, donc un effet de satiété

réduit (Serisier et al., 2014).

Au niveau central, le noyau arqué de 1’hypothalamus est une des régions principales
régulant 1’appétit. La pro-opiomélanocortine (POMC) est un précurseur protéique qui
réagit a la leptine dans I’hypothalamus (Cheung et al., 1997). En stimulant la
production d’hormones peptidiques mélanocortines, la POMC exerce un effet
inhibiteur sur la consommation de nourriture (Zemel et Shi, 2000). Une altération
dans la régulation de POMC serait une des causes menant a 1’obésité causée par la
diete (Souza et al., 2016). En effet, il a été démontré qu’une diéte riche en lipides
diminue 1’activité des neurones POMC, via une altération de la gestion du calcium,
chez des souris (PaegerPippow et al., 2017). La diete riche en lipides peut aussi
causer une hyperméthylation du géne de POMC, ce qui engendrerait une baisse de
sensibilité a la leptine (Marco et al., 2013). L’expression de POMC est diminuée,
aprés 21 semaines, chez des rats nourris d’une diete contenant 45% des calories
provenant de lipides (Cifani et al., 2015) De plus, 1’expression de POMC chez des
rats nouveau-nés de parents nourris d’une diéte riche en lipides est aussi diminuée et

ne revient pas au niveau basal méme lorsqu’ils sont soumis a une diete « chow »
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apres la période d’allaitement (Marco et al., 2014), ce qui démontre un effet a long

terme et potentiellement irréversible.

Le contrdle de I’appétit et de la satiété au niveau central est largement dépendant de
la balance entre les neurones POMC et leurs antagonistes NPY et AgRP (agouti-
related peptide) (PaegerKarakasilioti et al., 2017). Ces peptides orexigenes jouent un
rdle crucial dans I’appétit et 1’apport alimentaire (Gropp et al., 2005). Il a été
démontré que la stimulation extrinseque de ces neurones résulte en une rapide
augmentation de 1’apport alimentaire sans inhiber le systéme de mélanocortines
(Aponte et al., 2011). Par contre, ’axe AgRP/NPY peut contrebalancer une hausse de
la leptine, observable chez des individus 4gés, en inhibant les neurones POMC
(Newton et al., 2013), ce qui démontre une interaction complexe entre les deux
systemes. Il a été démontré qu’une dicte riche en lipides, indépendamment de 1’apport
calorique, augmente la stimulation des neurones AgRP/NPY chez les souris (Wei et
al., 2015). A Iinverse, une stimulation extrinséque du AgRP cause une augmentation
de I’apport alimentaire, mais aussi une préférence pour une diete riche en lipides
(Hagan et al., 2001). Cette dicte, lorsqu’administrée sur une longue période, peut
méme induire de 1’inflammation au niveau hypothalamique et altérer I’expression des
neurones AgRP/NPY chez des souris (Dalvi et al, 2017). 11 est aussi possible
d’observer une expression accrue de AgRP/NPY chez des jeunes rats soumis a une
diete riche en lipides (Stofkova et al., 2009). De plus, I’expression de AgRP/NPY est
augmentée dans des feetus a terme de rats dont les meres sont nourries d’une diete

riche en lipides (Gupta et al., 2009).

Au niveau périphérique, plusieurs signaux hormonaux afférents régulent I’appétit et
la satiété. Ces hormones sont produites dans différents organes du systeme digestif
tels I’estomac, 1’intestin et le pancréas, mais aussi dans les tissus adipeux (Coll et al.,
2007). Les incrétines sont des hormones, sécrétées majoritairement apres un repas,

dont les rdles principaux sont la régulation de la glycémie et le ralentissement de la
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vidange gastrique. Les principales incrétines, sécrétées par I’intestin, sont le GLP-1 et
le peptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP) (Kazafeos, 2011). Il a été
démontré que GLP-1 joue aussi un rdle dans le mécanisme de satiété (Williams et al.,
2009). En effet, des infusions périphériques (Chelikani et al., 2005) et centrales
(Turton et al., 1996) de GLP-1 peuvent diminuer la prise alimentaire par des
mécanismes complexes demeurant en partie non élucidés (Shah et Vella, 2014). Bien
que certaines études n’aient pu le démontrer (Edholm et al., 2010), GIP semble aussi
jouer un role dans le contréle de 1’appétit au niveau central (Seino et al., 2010). Il a
été suggéré qu’une forte proportion de lipides alimentaires pourrait altérer la
rythmicité de la sécrétion de GLP-1 (Gil-Lozano et al., 2016). Chez des souris,
I’expression de GLP-1 était réduite aprés 16 semaines de diete riche en lipides,
altérant ainsi leur efficacité (Richards et al., 2016). Des résultats similaires ont pu étre
observés chez des rats Sprague Dawley (Zheng et al., 2017). Il semble que
I’expression du récepteur de GLP-1 puisse aussi étre modulée par la teneur en lipides
d’une diete (Mul et al., 2013). Pour sa part, GIP est impliqué dans le développement
des tissus adipeux et pourrait jouer un rdle important dans la geneése de ’obésité
(Song, D. H. et al., 2007). Les niveaux de GIP augmentent de fagon aigué en réponse
a une consommation de lipides (Brons et al., 2009), mais son expression est aussi
augmentée de fagon chronique apres plusieurs semaines de di¢te obésogeéne (Yamane

et al., 2016).

La sécrétion, majoritairement dans le petit intestin, de 1’apolipoprotéine A-IV (apoA-
IV) est aussi stimulée par la consommation de lipides et agit comme signal de satiété
(Fujimoto et al., 1992). 11 a été démontré que 1’administration aigu€ d’apoA-IV cause
la satiété a court terme chez des rats (Lo et al., 2007). Toutefois, 1’administration a
long terme d’une diete riche en lipides diminue 1’expression hypothalamique d’apoA-
IV et inhibe son effet de satiété (Liu, M. et al., 2004; Woods et al., 2004). De facon
similaire, la sécrétion de CCK dans le duodénum est stimulée par 1’ingestion de

lipides (Gibbons et al., 2016). Cette hormone, qui a pour rdle principal d’inhiber la
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vidange gastrique, est aussi un contributeur majeur dans le signal de satiété (Moran,
2000). Son action, rapide mais bréve, passe par la signalisation d’un récepteur
spécifique abondant sur les fibres afférentes du nerf vagal (Moran et Kinzig, 2004).
Une recherche sur des souris knockout n’exprimant pas la récepteur de CCK a
démontré le role important joué par cette hormone en réponse 2 1’ingestion aigué de
lipides (Donovan et al., 2007). Chez des rats, il a été démontré qu’une di¢te riche en
lipides nuit a I’inhibition de la vidange gastrique causée par CCK (Covasa et Ritter,
2000). La signalisation de CCK ainsi que ’expression de son récepteur est aussi
altérée chez des rats prédisposés a 1’obésité (DucaZhong et al., 2013). Cette sous-
expression du récepteur pourrait expliquer pourquoi des rats soumis a une diéte riche
en lipides ont une sensibilité réduite a CCK (Covasa et Ritter, 1998) ainsi qu’une

réponse vagale diminuée (Covasa et al., 2000).

Toujours dans ’intestin, majoritairement dans 1’iléon et le gros intestin, la sécrétion
de PYY exerce un rdle similaire. Par contre, contrairement 4 CKK, la sécrétion de
PYY est maximale apres 1’ingestion de protéines (Batterham et al., 2006). Son rdle
dans la satiété, par I’entremise du nerf vague, a aussi ét¢ démontré (Koda et al., 2005),
tout comme son action centrale dans le noyau arqué de 1’hypothalamus (Batterham et
al., 2002). Son administration endogéne pourrait de plus stimuler 1’oxydation des
lipides chez des souris soumises a une di¢te obésogéne (Adams et al., 2006). Il a été
suggéré que la sécrétion de PYY pourrait étre diminuée chez des souris soumises 2
une diéte riche en lipides (le Roux et al., 2006). Il semble aussi qu’'une dicte
obésogene puisse altérer la sécrétion circadienne de PYY (Moghadam et al., 2017).
Chez des rats, une diminution de 1’expression de PYY est accompagnée d’une
diminution de I’expression de GLP-1 et de CKK suite a 10 semaines de dicte
obésogene (DucaSwartz et al., 2013). L’effet inhibitoire d’une diete riche en lipides
sur les taux plasmatiques de PYY de rats Wistar pourrait toutefois étre diminué par

un entrainement en endurance (Haghshenas ez al., 2014).
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Chez les rongeurs, la résistine est sécrétée par les tisseus adipeux et contribue a
I’obésité, a la résistance a I’insuline et au diabéte (Kusminski et al., 2005). Toutefois,
chez I’humain, cette hormone peptidique n’est pas considérée comme une adipokine
et son effet sur la sensibilit¢é a l'insuline et sur le développement de troubles
métaboliques demeure nébuleux (Arner, 2005; Utzschneider et al., 2005). A I'inverse,
I’adiponectine est sérétée dans les tissus adipeux des humains et des rongeurs et
démontre des propriétés anti-hyperglycmiques et anti-inflammatoires importantes
dans la régulation du métabolisme et la prévention de I’obésité (Nigro et al., 2014).
Toutefois, il a été démontré que l’adiponectine pouvait augmenter 1’appétit en
activant I’AMPK hypothalamique, qui stimule par la suite 1’axe AgRP/NPY (Kubota
et al., 2007). I semble qu’une diéte riche en lipides diminue toutefois la
concentration plasmatique d’adiponectine (Chaolu et al, 2011) ainsi que son
expression dans certains tissus (Barnea et al., 2006), dont les tissus adipeux blancs de
souris (Landrier et al., 2017). Le rdle de 1’adiponectine est aussi important dans le
maintien de la sensibilité a ’insuline lors de I’administration d’une di¢te obésogene

(Liu, Y. et al., 2015).

Sécrétée par plusieurs tissus, mais majoritairement par les tissus adipeux blancs, la
leptine est considérée comme la principale hormone anorexigéne (Farr et gl., 2015).
Son role central, dans le noyau arqué de ’hypothalamus, consiste a inhiber les
neurones AgRP/NPY et a stimuler les neurones POMC (Cowley et al., 2001).
Puisque les taux de leptine sont corrélés avec le pourcentage de masse adipeuse, il est
possible d’observer des taux de leptine plus élevés chez des individus obeses
(Considine et al., 1996). Ce phénomene peut s’expliquer par une cascade
d’évenements. Premierement, il a ét€ démontré qu’un repas riche en lipides ne
stimule pas autant la production de leptine qu’un repas isocalorique riche en glucides
(Romon et al., 2003; Romon et al., 1999). Toutefois, une diéte riche en lipides peut
causer une hyperleptinémie, indépendamment de la taille des adipocytes chez des rats

femelles (Roberts, C. K. et al., 2002). Chez des rats Sprague-Dawley males, une
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hyperleptinémie apparait aprés seulement 24 heures de diete riche en lipides et
augmente progressivement durant 10 semaines (Lee, Y. et al., 2001). II a été proposé
que, malgré des taux plus élevés de leptine, I’altération des autres signaux de satiété
jumelée a la densité calorique des lipides et a leur effet sur le syst¢éme central de

récompense était suffisant pour induire 1’obésité (Myers et al., 2010).

De plus, il semble qu’une diéte obésogene chronique induit une résistance a la leptine
(Enriori et al., 2007), ce qui pourrait aussi expliquer les taux élevés observés chez les
individus obeses. Le fait qu’une administration extrinseque de leptine ne cause pas,
chez des rats nourris d’une di¢te obésogene, la méme diminution de la consommation
de nourriture observée chez des rats contr6le tend a confirmer cette hypothese (Fam
et al., 2007). Chez de jeunes rats Sprague-Dawley, 10 jours d’une diete riche en
lipides suffisent a diminuer significativement I’expression du récepteur de la leptine
dans le noyau arqué de I’hypothalamus (Levin et al., 2003). Des résultats similaires
ont été€ observés chez des hamsters aprés 3 semaines de diéte riche en lipides (Zhao et
al., 2018). Chez des souris transgéniques ne produisant pas de leptine, la di¢te riche
en lipides induit aussi une résistance a la leptine comparativement au groupe contréle -
nourri d’une diete faible en lipides, et ce en 1’absence d’hyperleptinémie (Koch et al.,
2014). Une autre théorie expliquant la résistance a la leptine implique la stimulation
de processus inflammatoires dans I’hypothalamus par la diéte riche en lipides (de Git
et Adan, 2015; Velloso et al., 2008).

Lorsque découverte en 2005, I’obéstatine a été€ décrite comme une hormone stimulant
la satiété et ayant des propriétés anti-obésogenes (Zhang, J. V. et al., 2005).
Rapidement, ses effets sur la consommation de nourriture et sur la motilité gastrique
ont ét€ mis en doute (Gourcerol et Tache, 2007). En situation de di¢te obésogene,
I’obéstatine peut prévenir la résistance a I’insuline et exerce un effet positif sur sa
sécrétion (Granata et al., 2012). Il est possible d’observer des variations significatives

des taux d’obéstatine, soit une diminution 2 la 14° journée et une augmentation 2a la
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21° journée, chez des jeunes rats Wistar allaités par des meres nourries d’une diéte
obésogene (Slupecka et al., 2016). Toutefois, ces variations restent intimement liées
aux taux mesurables de ghréline. En effet, étant donné leur interaction, le ratio
ghréline / obéstatine semble un meilleur outil pour I’évaluation de leurs rdles dans le
contrdle de la satiété et de 1’obésité (Hassouna et al., 2010). 11 est possible d’observer
des ratios ghréline / obéstatine plus élevés chez des individus obeéses (Guo et al.,
2007), mais plus faibles chez des individus souffrant d’anorexie (Germain et al.,
2009). Une étude récente démontre qu’une administration extrinseque d’obéstatine
peut prévenir I’effet inhibiteur d’une diete riche en lipides sur la sécrétion de ghréline
(Khaleel et Abdel-Aleem, 2018). Le r6le physiologique de 1’obéstatine demeure

toutefois, du moins en partie, a €lucider (Trovato et al., 2014).

La ghréline, découverte en 1999 (Kojima et al., 1999), a rapidement été identifiée
comme une hormone stimulant 1’appétit et une adiposité élevée chez les rats (Tschop
et al., 2000). Sécrétée par I’estomac, son effet sur la satiété est central de par la
stimulation des neurones AgRP/NPY du noyau arqué de I’hypothalamus (Chen et al.,
2004). Les taux de ghréline fluctuent durant la journée et sont a leurs niveaux les plus
élevés avant les repas (Cummings et al., 2004), aprés lesquels ils chutent. Chez les
individus obeses, les taux de ghréline & jeun sont toutefois plus faibles et la
diminution postprandiale, habituellement observable chez les individus non obeses,
est atténuée (le Roux et al., 2005; Shiiya et al., 2002; Tschop et al., 2001). De fagon
aigué, il semble qu’un repas a haute teneur en lipides ne cause pas une diminution
aussi importante de la ghréline qu’un repas isocalorique a haute teneur en glucides
chez des individus obeses (Yang, N. et al., 2009), mais aussi chez des individus non
obéses (Monteleone et al., 2003). La présence de la ghréline O-acyltransférase
(GOAT), responsable de ’acylation de la ghréline, est nécessaire dans le mécanisme
menant a I’obésité induite par une di¢te riche en lipides (Li, Z. et al., 2016; Wellman
et Abizaid, 2015), ce qui souligne le caractére obésogene de la forme acylée de la

ghréline. Par contre, la ghréline désacylée pourrait induire des effets centraux opposés
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a ceux de la forme acylée (Stevanovic et al., 2014) indépendamment de la présence

du récepteur GHSR (Delhanty et al., 2010).

A plus long terme, 1’administration d’une diéte chronique riche en lipides induit une
diminution de la sécrétion de ghréline aprés 10 semaines chez des rats Sprague-
Dawley (Gomez et al., 2012) et apres 11 semaines chez des rats Wistar (Handjieva-
Darlenska et Boyadjieva, 2009). Cependant, ce méme type de di¢te cause une hausse
de I’expression des cellules produisant la préproghréline, le précurseur de la ghréline,
dans I’estomac de souris (Francois et al., 2016). Il semble aussi que ’inhibition de la
sécrétion de ghréline causée par une diete riche en lipides soit indépendante de
I’accumulation corporelle de masse adipeuse (Qi et al., 2008). La sécrétion de la
ghréline acylée et désacylée pourrait toutefois dépendre du type d’acide gras ingéré
dans la diéte obésogéne (Lemarie et al., 2015). De plus, une di¢te riche en lipides
causerait une résistance a la ghréline en diminuant la sensibilit¢é de neurones
AgRP/NPY et en diminuant 1’expression du récepteur de la ghréline (growth
hormone secretatogue receptor; GHSR) dans 1’hypothalamus (Briggs et al., 2010).
Cette résistance, causée par une dicte obésogene chez des souris, pourrait aussi étre
induite de facon périphérique via une perte d’efficacité des afférents vagaux (Naznin
et al., 2015). L’inflammation observée au niveau hypothalamique serait toutefois
réversible, tout comme la résistance a la ghréline, apreés une perte de poids (Naznin et
al., 2018).

Sécrété dans la té€te du pancréas, majoritairement apres 1’ingestion de nourriture, le
PP s’est démontré étre un polypeptide pouvant réduire 1’appétit et 1’ingestion de
nourriture chez les humains (Batterham et al., 2003; Jesudason et al., 2007). Son
interaction avec la leptine et la ghréline, ainsi que son role dans la régulation de la
balance énergétique, ont aussi été démontrés chez des souris (Asakawa et al., 2003).
Un aliment riche en lipides stimule la sécrétion de PP de fagon significativement plus

importante qu’un aliment faible en lipides durant la phase céphalique (avant
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I’ingestion) de la digestion (Crystal et Teff, 2006). Chez des humains, une di¢te riche
en lipides administrée durant 2 jours (McFarlin et al., 2017) ou 5 jours (Brons et al.,
2012) cause une hausse significative des taux a jeun de PP. Par contre, chez des
enfants obeéses, les taux de PP sont significativement plus faibles, mais peuvent
revenir a la normale aprés une perte de poids (Reinehr et al., 2006). Il a aussi été
démontré qu’une die¢te enrichie de lipides pouvait altérer les mécanismes de
production de PP chez des souris (Adeghate et al., 2006). Ces résultats suggerent une
diminution de la production de PP en réponse a une diete riche en lipides chronique

(Ruipan et al., 2014).

L’amyline, ou polypeptide amyloide, est pour sa part sécrétée, tout comme 1’insuline,
par les cellules béta du pancréas. Produite rapidement apres 1’ingestion de nourriture,
ses taux plasmatiques mesurables sont proportionnels a la quantité de nourriture
ingérée (Butler et al., 1990). 11 a été démontré qu’elle inhibe la vidange gastrique et
diminue I’ingestion de nourriture (Reidelberger et al., 2002). Son effet sur la satiété
est central de par sa stimulation de neurones de 1’area postrema du cerveau postérieur
(Lutz, 2005). 11 est possible d’observer des taux significativement plus élevés
d’amyline chez des rats obeses (Leckstrom et al., 1999). Par contre, une diéte riche en
lipides n’inhiberait pas la sensibilité a ’amyline ou son effet anorexigéne (Boyle et
al., 2011; Roth et al., 2006). Une diete riche en lipides pourrait toutefois modifier le
ratio insuline / amyline chez des souris (Mulder et al., 2000). Chez des rats dont
1’ obésité a été induite par la diete, I’amyline peut aider a améliorer une sensibilité a la
leptine altérée (Roth et al., 2008). Il semblerait donc que le role de I’amyline en
situation d’obésité soit dépendant de celui de la leptine, et vice-versa (Trevaskis et al.,
2010). Toutefois, chez des rats Sprague-Dawley, cette synergie pourrait é&tre
compromise de fagon irréversible en cas d’obésité extréme induite par une diete riche

en lipides (Trevaskis et al., 2016).
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L’insuline, une des principales hormones sécrétées chez les mammiferes, a plusieurs
fonctions, dont la stimulation de 1’absorption du glucose par les tissus périphériques
causant une diminution de la concentration de glucose sanguin (Wilcox, 2005). 11
aussi été démontré que 1’insuline agit au niveau central, principalement dans le noyau
arqué de I’hypothalamus, et participe a la régulation de I’ingestion de nourriture
(Plum et al., 2005). Les individus obéses ont des niveaux plus élevés a jeun ainsi
qu’une plus grande augmentation postprandiale d’insuline (Korek et al., 2013; Shea
et al., 2003). Une étude récente a démontré qu’une diete riche en gras saturés réduit la
sensibilité a 1’insuline chéz des humains obeses et en surplus de poids, sans toutefois
causer d’augmentation de la masse adipeuse intra-abdominale (von Frankenberg et al.,
2017). Chez des rats Long-Evans, une diete riche en lipides induit une
hyperinsulinémie, une résistance a l’insuline et une perte de sensibilité centrale a
I’insuline, indépendamment du fait qu’ils deviennent obéses ou non (Woods et al.,
2004). Chez la méme souche de rats, une dicte riche en lipides administrée pendant 3
jours a suffi a diminuer I’effet anorexigéne de 1’insuline (Clegg et al., 2011). Dans la
méme étude, une administration chronique de la méme diete obésogene cause une
altération de la signalisation de ’insuline et une expression réduite de POMC dans
I’hypothalamus suite a une administration endogéne d’insuline. La résistance centrale
a I’insuline pourrait &tre provoquée, en partie, par une inflammation hypothalamique
induite par I'effet des acides gras saturés provenant de la di¢te (Arruda et al., 2011;
Milanski et al., 2009).

Lorsque soumis & un choix de nourriture, les rats préferent ingérer celle qui contient
une quantité élevée de lipides (Kasper et al., 2014). Outre I'effet du goiit (Gaillard et
al., 2008; Matsumura et al., 2007) ou de I’odeur (Kinney et Antill, 1996), ceci peut
s’expliquer par d’autres mécanismes. En effet, mis a part leurs effets modulatoires sur
la sensibilité a plusieurs hormones régulant 1’ appétit et la satiété au niveau central, les
lipides influencent aussi d’autres zones du cerveau contrdlant le systtme de

récompense, ou systeme hédonique (Lutter et Nestler, 2009). L’ingestion de lipides
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est contrlée, en partie, par les noyaux accumbens de la zone corticale
prosencéphalique (Will et al., 2003). 11 a été démontré qu’un repas riche en lipides
stimulait de facon plus importante certaines autres zones du cerveau, telles le noyau
caudé, le gyrus et I’hippocampe, qu’un repas riche en glucides (Stice et al., 2013).
Les stimuli au niveau cérébral causés par la nourriture semblent étre indépendants de
leur contenu calorique (Wang, G. J. et al., 2004). Chez des souris nourries d’une diete
riche en lipides durant 8 semaines, puis resoumises & une diéte normale « chow », il
est possible d’observer plusieurs changements dans I’expression de protéines et de
réceptéurs des amygdales, résultant en un désir accru de consommer de la nourriture
riche en lipides (Sharma et al., 2013). Des conclusions similaires peuvent étre tirées
d’une étude semblable sur des rats Sprague-Dawley, alors qu’un retrait d’une dicte
riche en lipides stimule des régions du cerveau associées au stress (Martire et al.,

2014).

D’autre part, une diminution de la dopamine dans 1’aire tegmentale ventrale pourrait
expliquer la consommation accrue de nourriture chez des souris soumises a une dicte
riche en lipides (Cordeira et al., 2010). 11 a aussi été possible d’observer, chez des rats
Wistar devenus obeses aprés avoir consommé une di¢te riche en lipides, une
diminution des récepteurs a la dopamine D2 dans le striatum, ce qui suggere le
développement d’une dépendance a la di¢te (Johnson et Kenny, 2010). Chez des rats
Sprague-Dawley, le méme type de diéte peut causer une altération de la signalisation
de la dopamine dans le circuit mésolimbique, phénomeéne qui précéde 1’ apparition de
I’obésité (Rada et al., 2010). La dopamine joue aussi un rdle important dans les
processus de stress menant a une rechute vers une diéte riche en lipides chez des rats
Long-Evans (Nair et al., 2011). Chez des rats Wistar, il a ét€ démontré qu’une diéte
riche en lipides peut induire un effet d’anxiété en modulant la neurotransmission de
I’acide y-aminobutyrique (GABA) dans la portion dorsomédiale de 1’hypothalamus

(de Noronha et al., 2017). D’autres recherches ont d’ailleurs pu confirmer les effets
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d’une diéte riche en lipides chronique sur 1’anxiété et ’anhédonie (Dutheil et al.,
2016).

Un autre facteur pouvant mener & 1’obésité et influencé par la teneur en lipides d’une
diete est le profil alimentaire, plus spécifiquement la taille individuelle et le nombre
de repas. En réponse a différents repas soumis de fagon aigué&, des rats Long-Evans
ont ingéré plus de calories d’un repas riche en lipides en augmentant la taille et le
nombre de repas (Warwick et al., 2000). En utilisant la méme souche de rats sur une
courte période de 9 jours, d’autres chercheurs ont conclu que les rats soumis a une
diete riche en lipides augmentaient la taille, mais pas le nombre de leurs repas
(Melhorn et al., 2010). Une autre étude utilisant des rats Sprague-Dawley soumis a
une diete riche en lipides durant 19 semaines a aussi conclu que 1’obésité dont ils
souffraient étaient due 2 une augmentation de la taille, mais pas du nombre de leurs
repas (Farley et al., 2003). Plusieurs autres études tendent a confirmer ces résultats
(Furnes et al., 2009; Synowski et al., 2005; Treesukosol et Moran, 2014; Warwick et
al., 2003).

A I’inverse, une autre étude a démontré une augmentation du nombre de repas et une
diminution de la taille des repas apreés 21 jours chez la méme souche de rats; ces
changements étaient toutefois atténués aprés 8 semaines de la méme dicte, ce qui
démontre une adaptation dans les processus d’appétit et de satiété (Paulino et al.,
2008). 11 semblerait aussi qu’une diete riche en lipides puisse influencer le rythme
circadien (Pendergast et al., 2013), tel que démontré par une plus grande
consommation de nourriture, incluant des plus gros repas, durant la phase passive
(jour) chez des souris (Kentish et al., 2016). Ce méme phénomene avait
préalablement €té observé chez des rats Zucker susceptibles a 1’obésité (Mistlberger
et al., 1998). Un acces a une diete obésogene alloué & heures fixes permettrait de
préserver l’intégrité du rythme circadien, atténuant ainsi le développement de
I’obésité (Sherman et al., 2012).
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La plupart des souches de rongeurs utilisées en recherche sont des animaux nocturnes;
la majorité de leurs déplacements et de leur consommation de nourriture a lieu la nuit
(Campi et Krubitzer, 2010). Ces comportements diurnes et nocturnes sont contrdlés,
en partie, par le rythme circadien. En effet, mis a part son réle modulatoire dans le
systeme de récompense (McClung, C. A., 2007), le rythme circadien exerce aussi un
effet sur 1’activité locomotrice (Benstaali et al., 2001). Bien que l’influence de
I’activité physique sur 1’obésité soit fortement établie (Bensimhon et al., 2006), il est
fort plausible que le lien causal soit bidirectionnel (Rising et al., 1994). Les effets
possibles d’une diete obésogene sur 1’activité physique, motrice ou locomotrice, a été
proposée il y a prés de trente ans (Levin, 1991). Chez des rats nourris d’une dicte
riche en lipide durant 4 mois, le rythme circadien subit une dégradation qui reflete
celle observée chez des rats dgés (Bravo Santos er al., 2016). Aprés 16 semaines de
diete obésogene, il a été possible d’observer une activité locomotrice réduite chez des
rats Sprague-Dawley (Mifune et al., 2015). Des diminutions similaires ont pu étre
observées chez des souris pour I’activité locomotrice (Sun et al., 2015) et ’activité
physique volontaire (Mendoza et al., 2008). De plus, il a ét€ démontré que des souris
nourries d’une diéte « Western » montraient une activité locomotrice réduite apres
seulement quelques heures, phénomene qui a perduré durant les 21 jours de 1’étude
(Bjursell et al., 2008). 11 semblerait toutefois que ces modifications soient réversibles

apres un retour a une diete normale « chow » (Branecky et al., 2015).

D’autre part, une altération du rythme circadien peut se traduire par des changements
au niveau du sommeil. Plusieurs études ont démontré un lien entre I’obésité et le
temps, mais aussi la qualité de sommeil (Liu, X. et al., 2008; Rao, M. N. et al., 2009;
Vgontzas et al., 2008). Une augmentation du temps de sommeil total a pu étre
observée chez des souris nourries d’une dicte riche en lipides durant 6 semaines
(Jenkins et al., 2006). Une autre étude chez des souris soumises & une diéte
obésogene durant 8 semaines a aussi observé une augmentation du sommeil, mais

également une qualité du sommeil diminuée, indépendamment du poids corporel
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(Perron et al., 2015). Chez des rats Sprague-Dawley, il a ét€ démontré que 4 semaines
de diete riche en lipides induisaient un plus long temps total de sommeil ainsi qu’une
plus grande fragmentation des périodes d’éveil (Luppi et al., 2014). Les mémes
résultats ont pu étre observéé chez des souris aprés 6 semaines, bien que ces effets se
sont montrés réversibles apres 4 semaines de di¢te normale « chow » (Guan et al.,
2008). Les rats soumis a une dicte obésogene seraient aussi plus a risque de souffrir

d’apnée du sommeil (Ramadan et al., 2007).

3.3 Le muscle squelettique

Outre leurs effets centraux, les dietes riches en lipides affectent aussi plusieurs
organes et structures périphériques jouant un réle dans le développement de 1’obésité
et des maladies métaboliques. Parmi ces structures comptent les muscles
squelettiques, dont les principales fonctions mécaniques sont la locomotion et le
maintien de la posture, représentant environ 40% de la masse corporelle d’un individu
moyen et comprenant plus de la moitié des protéines du corps (Frontera et Ochala,
2015). Chaque fibre musculaire a comme membrane plasmique le sarcolemme, qui
est entouré de I’endomysium. Les fascicules, regroupant généralement une centaine
de fibres, sont entourés du périmysium. Ces fascicules, chacun entouré de nerfs et de
vaisseaux sanguins, sont recouverts de 1’épimysium et du fascia (Gillies et Lieber,
2011). Sous le sarcolemme, les noyaux contrdlent le type de protéine synthétisé dans
un compartiment spécifique et jouent un réle dans la protection de I'intégrité de
I’ADN (Cadot et al., 2015). Entre le sarcolemme et la lamina nucléaire se situent
plusieurs cellules satellites qui ont pour rdle la croissance et la régénération
musculaire, ayant la capacité de proliférer et de se différencier en nouvelles cellules
musculaires (Morgan et Partridge, 2003). Situées en périphérie, mais aussi entre les

myofibrilles, les mitochondries ont comme réle principal la production d’énergie sous
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forme d’adénosine triphosphate (ATP), mais participent aussi a d’autres mécanismes
tels 1’apoptose, la prolifération cellulaire et la signalisation du calcium (Lanza et
Sreekumaran Nair, 2010). Aussi majoritairement situé en périphérie, le réticulum
sarcoplasmique est responsable de la gestion du calcium intracellulaire (Hill et al.,
2001). Les concentrations de calcium sont aussi régulées par les tubules transverses,
ou tubules T, qui pénetrent plus profondément dans la fibre et qui sont responsables
de transmettre le potentiel d’action a travers la cellule (Al-Qusairi et Laporte, 2011)
(Figure 3.4).
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Figure 3.4 : Structure du muscle squelettique

Chaque fibre musculaire contient plusieurs myofibrilles, qui sont elles-mémes
composées de plusieurs sarcomeres séparés par des lignes-Z. La bande I contient
principalement de minces filaments d’actine alors que la bande A contient d’épais
filaments de myosine. La titine joue un rdle structural en reliant I’actine aux lignes-Z
ainsi que la myosine aux lignes-M centrales. Lors d’une contraction, la myosine tire

les filaments d’actine vers la ligne-M, ce qui crée un raccourcissement du sarcomere
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et de la zone H centrale (Frontera et Ochala, 2015). Plusieurs facteurs peuvent
influencer la vitesse et 1’amplitude de la contraction musculaire et, conséquemment,
la force générée par cette derniére. Au niveau neuronal, la vitesse, ou fréquence, de
stimulation de I’unité motrice est le facteur principal influengant la force produite lors
d’une contraction maximale (Duchateau et Baudry, 2014). Durant la phase
d’initiation de la contraction, la capacité de 1’'unité motrice a générer des doubles
décharges, ou doublets, influence aussi la force produite (Mrowczynski et al., 2015).
D’autre part, la synchronisation des décharges d’unités motrices pourrait influencer la
production de la force, bien que cette théorie soit mise en doute (Kline et De Luca,
2016). En situation de fatigue musculaire, plusieurs mécanismes, dont une diminution
de I’excitabilité des unités motrices ainsi qu’une diminution des efférences du cortex
moteur, contribuent 2 une baisse de la force (Taylor et al., 2016). Cette dernicre est

aussi causée pas plusieurs autres mécanismes.

En situation de fatigue, la capacité de libération de calcium (Ca®*) du réticulum
sarcoplasmique est réduite, potentiellement a cause d’une diminution de potassium
(K") intracellulaire jumelée a une accumulation de K' extracellulaire pouvant
diminuer 1’amplitude du potentiel d’action (Sejersted et Sjogaard, 2000). Une autre
théorie implique une élévation de la concentration du phosphate inorganique, produit
de I’hydrolyse de la créatine phosphate, qui peut pénétrer dans le réticulum
sarcoplasmique et précipiter avec le Ca®*, ce qui résulte en une réduction de la
disponibilité de ce dernier (Fryer et al., 1995). Lors d’un exercice intense, 1‘utilisation
de la créatine phosphate résulte aussi en des taux élevés de créatine et d’adénosine
diphosphate (ADP), un nucléotide pouvant inhiber la pompe calcium du réticulum
sarcoplasmique (Macdonald et Stephenson, 2006). D’autre part, la fatigue cause une
diminution d’ ATP intracellulaire qui, jumelée a une augmentation de la concentration

de magnésium (Mg®*), peut induire une diminution de la libération de Ca®
(Karatzaferi et al., 2001).
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La respiration mitochondriale produit de I’ATP, mais aussi des dérivés réactifs de
I’oxygeéne (reactive oxygen species; ROS). Ces ROS peuvent aussi étre produits a
I’extérieur de la mitochondrie a 1’exercice, comme dans le cytosol, de par 1’action de
NADPH oxydase (Sakellariou et al., 2013). En faible con'centration, les ROS peuvent
étre bénéfiques a la production de force et a la résistance a la fatigue (Mollica et al.,
2012). Par contre, lorsque I’intensité de I’exercice augmente, la production de ROS
est accélérée, ce qui contribue a la fatigue musculaire. Les ROS peuvent inhiber
I’action de la pompe sodium-potassium, ce qui induit la fatigue musculaire en altérant
le ratio Na*/K* (McKenna et al., 2006). Durant une activité musculaire intense, les
ROS peuvent aussi diminuer la sensibilité des myofibrilles au Ca* (Cheng, A. J. et
al., 2015), mécanisme impliquant I’interaction potentielle des ROS avec la troponine
(de Paula Brotto et al., 2001) qui induirait une altération dans la liaison de 1’actine et
de la myosine (Galinska-Rakoczy et al., 2008). D’autre part, une étude récente a
démontré I’existence d’un résidu sensible a 1’oxydation situé sur I’interface de liaison
a I’actine de la myosine (Moen ei al., 2014); les ROS pourraient donc inhiber 1’action

de la myosine en interagissant aves ce résidu.

Par ailleurs, une diminution du glycogéne intramusculaire peut aussi induire une
diminution de la libération et du recaptage de Ca®* par le réticulum sarcoplasmique
(Ortenblad et al., 2011). Le glycogene, situé majoritairement entre les myofibrilles,
mais aussi dans leur intérieur, constitue en effet une source majeure d’énergie pour le
muscle a I’exercice et I’épuisement de ses stocks induit aussi la fatigue par d’autres
mécanismes encore non-élucidés (Ortenblad et al., 2013). En situation d’exercice
“aérobie, une disponibilité réduite de 1’oxygene, nécessaire a la production d’ATP,
peut aussi induire la fatigue musculaire (Amann et al., 2007). Une autre théorie, jadis
largement acceptée dans le domaine de I’activité physique, impliquant la diminution
du pH cellulaire résultant d’une hausse de la concentration d’ions d’hydrogéne (H")
due a I’accumulation musculaire d’acide lactique, a été mise en doute il y a plus

d’une décennie (Stackhouse et al., 2001).
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D’un point de vue cinétique, la longueur de muscle, ou plus particulierement des
sarcomeres, affecte aussi la production de force, alors que 1I’efficacité du sarcomere
est 2 son maximum lorsque 1’enlignement des filaments d’actine et de myosine est
optimal (Rassier et al., 1999). Par ailleurs, plusieurs facteurs reliés a 1’architecture du
muscle peuvent aussi influencer la production de la force. Certains muscles
contiennent des fibres musculaires paralléles a leur axe de génération de la force,
alors que d’autres contiennent des fibres avec un (unipenné), deux (bipenné) ou
plusieurs (multipenné) angles de pennation pouvant varier entre 0 et 30 degrés
(Lieber et Friden, 2000). Par exemple, chez un rat Sprague-Dawley adulte moyen, les
fibres des muscles soléaire et extensor digitorum longus (EDL) ont un angle de
pennation d’environ 4 et 9 degrés, respectivement (Eng et al., 2008). Un angle de
pennation plus élevé affectera la force de fagon négative (Lieber et Friden, 2000).
D’autre part, une masse plus importante ainsi qu’une fibre musculaire plus courte
contribuent a une plus grande aire transversale physiologique (physiological cross-
sectional area; PCSA) (Lieber et Ward, 2011). Cette mesure a été démontrée comme
étant proportionnelle & la capacité de production d’un muscle (Powell et al., 1984).

Elle se calcule comme suit :

PCSA - M -cos@

p-Ly

M indique la masse du muscle en g alors que 6 est I’angle de pennation. La densité
musculaire (p) est prédéterminée a 1,056 g/cm'3 et L¢ indique la longueur de la fibre
musculaire. Le rat moyen a un soléaire de 0,134 g d’une longueur de 2,83 cm ainsi
qu’une fibre musculaire de 1,97 cm alors que son EDL pése 0,131 g, mesure 2,81 cm
et comprend des fibres de 1,34 cm. Ceci résulte en une PCSA de 0.07 cm’ pour le

muscle soléaire alors que celui de ’EDL est de 0,09 cm? (Eng et al., 2008). Par
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contre, ces aspects structuraux ne peuvent expliquer la totalité des différences de

force observées dans le muscle squelettique.

3.2.1 Les types de fibre musculaire

Chez les mammiferes, les types de fibres musculaires varient selon I’espece, tout
comme leur représentation dans chaque muscle, leur grosseur et leur fonction
(Mascarello et al., 2016). 11 existe plusieurs isoformes de chaines lourdes de myosine
(myosin heavy chain; MHC) et ceux-ci sont utilisés pour déterminer le type de fibre
musculaire (Pette et Staron, 2000). Ainsi, chez le rat, il est possible d’observer des
fibres de type I (gene MYH?7), de type IIA (géne MYH?2), de type IIX (gene MYHI)
et de type IIB (gene MYH4) dans le muscle squelettique, ainsi que des fibres
_ intermédiaires, ou hybrides, telles les fibres I/IIA ou IIA/IIX (Bloemberg et
Quadrilatero, 2012). Chez des rats males adultes Sprague-Dawley, il est possible
- d’observer, dans le muscle soléaire, une proportion d’environ 84% de fibres de type I
ayant une aire transversale anatomique (anatomical cross-sectional area; ACSA)
moyenne de 4140 pm? 7% de fibres IIA ayant une ACSA de 3740 urn2 et 9% de
fibres IIX ayant une ACSA de 3500 pm®, mais aucune fibre de type IIB. Dans leur
EDL, il est possible d’observer 4% de fibres de type I ayant une ACSA de 1460 pm?,
20% de fibres IIA ayant une ACSA de 1605 pm?, 38% de fibres IIX ayant une ACSA
de 2215 pm? et 38% de fibres de type IIB ayant une ACSA de 4478 pm’ (Delp et
Duan, 1996). Ceci démontre que la grosseur de chaque type de fibre n’est pas

uniforme dans tous les muscles d’une méme espece.

De par I’action de leurs unités motrices respectives, les fibres de type I sont qualifiées
comme €tant lentes et résistantes a la fatigue alors que les fibres de type II sont
qualifiées de rapides et se fatiguent plus rapidement; les fibres IIA sont plus

résistantes a la fatigue, les fibres IIB sont rapidement fatigables, tout comme les
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fibres IIX (Sieck, 1994). Leur capacité de résistance a la fatigue suit donc cet ordre
croissant: IIB < IIX < IIA < I A I’inverse, leur capacité de production de force suit
cet ordre: I < IIA < IIX < IIB (Linari et al., 2004). Toujours dans le méme ordre, la
consommation d’ ATP augmente selon le type d’isoforme de MHC (Han et al., 2003).
L’hydrolyse de I’ATP est catalysée par ’enzyme myosine ATPase, dont les niveaux
sont plus importants dans les fibres rapides (Lowe et al., 2004). En étudiant les
muscles soléaire et EDL du rat, il a aussi été possible d’observer que le réticulum
sarcoplasmique était moins développé dans les fibres de type I, mais que les lignes-Z
étaient plus épaisses dans ces dernieres (Schiaffino et al., 1970). I a aussi été
démontré que le contenu en créatine phosphate de I’EDL d’un rat est deux fois plus
important que celui du soléaire (Kushmerick et al., 1992). De méme, ’activité de
I’enzyme créatine kinase est plus élevée dans les fibres de type IIB et moins élevée

dans les fibres de type I chez le rat (Watchko et al., 1996).

Les 4 types de fibres ont aussi des capacités oxydatives et glycolytiques différentes.
La capacité oxydative d’'un muscle dépend, entre autres, de sa densité capillaire
(Wust et al., 2009). Chez le rat, il est possible d’observer une plus grande
capillarisation dans le muscle soléaire. oxydatif comparativement a 1I’EDL
glycolytique (Murakami et al., 2010). Le contenu et I’activité des mitochondries dans
le muscle est aussi un déterminant majeur de sa capacité oxydative. L’activité de
I’enzyme citrate synthase, impliquée dans la premiere étape du cycle de Krebs, est
souvent mesurée afin d’évaluer le contenu mitochondrial d’un muscle (Larsen et al.,
2012). Chez le rat, les fibres ayant une plus grande acti\}ité de citrate synthase sont les
IIA, suivies, dans I’ordre, des types I, IIX et IIB (Delp et Duan, 1996). L’évaluation
de I’activité de ’enzyme succinate déshydrogénase (SDH), aussi impliquée dans le
cycle de Krebs et dans la chaine respiratoire en tant que complexe II, est aussi une
mesure fiable du contenu mitochondrial d’un muscle (Tanji et Bonilla, 2008). 11 a été

démontré que 1’activité de SDH est plus élevée dans les fibres IIA du soléaire de rats,

comparativement aux fibres I (Gouspillou et al., 2014). Dans le muscle glycolytique
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plantaris, I’activité de 1a SDH est, en ordre croissant, IIB < IIX <1 < IIA, ce qui tend

a confirmer la capacité oxydative supérieure des fibres ITIA.

Plusieurs facteurs sont aussi déterminants dans la capacité glycolytique d’un muscle.
Chez I’humain, il semble que la quantité intramusculaire de glycogéne ne varie pas
selon le type de fibres musculaires (Nielsen, J. et al., 2010). Par contre, chez des
individus entrainés, la distribution intramusculaire du glycogeéne est différente, alors
que celui-ci est distribué de fagcon plus importante entre les myofibrilles dans les
fibres de type I (Nielsen, J. et al., 2011). Chez le rat, il est possible d’observer de
plus grandes quantités de glycogéne dans la portion blanche du muscle gastrocnemius,
qui contient seulement des fibres de type IIX et IIB, comparativement au soléaire
(Nielsen, J. N. et al., 2001). Ces quantités sont toutefois plus élevées dans la portion
rouge du gastrocnemius, qui contient 51% de fibres 1 et 35% de fibres IIA. 11
semblerait aussi que l’activité de 1’enzyme glycogéne synthase, essentielle a la
glycogénogenese, ne soit pas différente dans les muscles soléaire et EDL du rat
(Murphy, R. M. et al., 2012). Il semble aussi que le transporteur de glucose GLUT4
soit plus abondant dans les fibres oxydatives chez le rat (Castorena et al., 2015).
D’autre part, la concentration et 1’activité de 1’enzyme glycogene phosphorylase,
facteur limitant de la glycogénolyse, sont plus €levées dans le muscle EDL des rats,
comparativement au muscle soléaire (Goodman et Stephenson, 2000; Murphy, R. M.
et al., 2012). Une autre étude a aussi pu observer une activité plus élevée de la méme
enzyme dans le muscle glycolytique tibialis antérieur de rats, comparativement au
soléaire (Montori-Grau et al., 2009). Par ailleurs, la phosphofructokinase (PFK) est
considérée comme étant la plus importante de la dizaine d’enzymes impliquées dans
la glycolyse (Sola-Penna et al., 2010). 11 a été démontré que 1’activité de cette enzyme
est plus importante dans les muscles contenant majoritairement des fibres de type II
chez le rat (Delp et al., 1997). Ces résultats indiquent que, malgré une disponibilité
similaire des substrats, la capacité d’utilisation de ceux-ci soit supérieure dans les

fibres de type II.
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Le muscle squelettique démontrant une certaine plasticité, il est possible qu’une
modification des fibres musculaires soit induite par certains mécanismes. De hautes
concentrations de calcium cytosoliques menent a l’activation de la calcineurine,
située dans les lignes-Z, qui peut déphosphoryler le facteur nucléaire des lymphocytes
T activés (nuclear factor of activated T-cells; NFAT); la translocation de ce dernier
dans le noyau induit la formation de fibres lentes (Naya et al., 2000). L’enzyme
CaMK (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase) est aussi activée par des
concentrations élevées de calcium. La CaMK prévient la désacétylation de MEF2
(myocyte enhancer factor-2), qui induit la production de fibres lentes, par HDAC4
(histone deacetylase 4) en phosphorylant cette derniere (Liu, Y. et al., 2005). De plus,
MEF?2 peut étre déphosphorylé et activé par la calcineurine (Dunn et al., 2001). Une
augmentation de D’activité de 1’enzyme AMPK (AMP-activated protein kinase)
induite par une diminution du ratio ATP/AMP peut aussi mener a une transformation
vers un phénotype plus oxydatif (Sanchez et al., 2012). L’AMPK stimule plusieurs
coactivateurs, dont PGCl-a (peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-a) qui stimule a son tour plusieurs facteurs de trahscription, dont MEF2
(Lin et al., 2002; McGee et Hargreaves, 2010). D’autre part, le micro-ARN stimulant
I’expression du gene MYH7 (miR-208b) peut inhiber 1’expression du facteur de
transcription SOX6 (McCarthy et al., 2009), qui lui peut freiner la production de
fibres lentes (Huang, S. et al., 2016).

Le remodelage du phénotype musculaire peut aussi étre induit par la diete ou le statut -
pondéral. Chez des individus obeses, ainsi que chez des individus diabétiques, il est
généralement possible d’observer un plus faible pourcentage de fibres oxydatives
jumelé a un plus haut pourcentage de fibres glycolytiques (Oberbach et al., 2006;
Tanner et al., 2002). Ces modifications pourraient étre dues a la baisse de 1’activité de
PGC1-a en situation d’obésité (Mulya et al., 2017). Suite a 3 jours de dieéte riche en
lipides, il a été possible d’observer une diminution de PGCl-a dans le muscle

quadriceps de jeunes hommes en santé (Sparks et al., 2005). La méme étude a
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observé des résultats similaires dans le gastrocnemius de souris aprés 3 semaines de
diéte obésogene. Une autre étude a observé, chez des souris males, un déclin des
fibres de type I au profit de fibres hybrides I/IIA dans le muscle soléaire aprés une
diete obésogene a long terme (Denies et al.,, 2014). Une étude récente a aussi pu
observer un déclin des fibres de type I dans les muscles lombaires, mais pas dans le
tibialis antérieur, de souris aprés 6 semaines de diete riche en lipides (Hua et al,
2017). Par ailleurs, 4 semaines de di¢te obésogeéne pourrait stimuler la production de
fibres lentes dans le quadriceps de souris, sans toutefois modifier significativement
Iactivité de PGCl-a (de Wilde et al., 2008). A I’inverse, Ciapaite et collegues ont
observé que 5 semaines de di¢te riche en lard ou en huile de palme induisaient une
hausse de PGCl-a dans le muscle EDL, sans toutefois modifier la composition des
fibres (Ciapaite et al., 2015). Similairement, une autre étude a pu démontrer que 12
semaines, mais pas 4 semaines, de diéte obésogene peuvent diminuer le nombre de
fibres IIB au profit de fibres IIX dans I’EDL de souris (Eshima et al., 2017). Thomas
et ses collegues ont toutefois démontré ce méme changement dans le muscle tibialis
antérieur aprés 3 semaines (Thomas et al., 2014). Le méme groupe a aussi observé
une augmentation des fibres IIA dans le muscle soléaire. La disparité entre ces
résultats démontre que le remodelage du phénotype musculaire, chez la souris, varie
selon plusieurs facteurs, dont la durée de la diéte et le phénotype initial muscle. Dans
plusieurs de ces études, un remodelage musculaire est associé & une modification de

la force générée par le muscle (Lee, S. R. et al., 2015).

Chez le rat, il semble que les effets d’une diete riche en lipides n’apparaissent pas
aussi rapidement. Une étude a observé une présence accrue de PGCl-a apres 4
semaines dans le muscle épitrochléen chez des rats Wistar (Hancock et al., 2008). Les
mémes résultats ont pu étre observés dans la portion blanche du quadriceps apres 6
semaines (Fillmore et al., 2010). Par contre, aucun changement dans la composition
des fibres n’a pu étre observé aprés deux semaines dans le muscle épitrochléen

(Pataky et al., 2017) ou aprés 4 semaines dans le muscle soléaire (Collins et al.,
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2017). De méme, une autre étude n’a remarqué aucun changement dans le muscle
soléaire ou plantaris de rats femelles apres 16 semaines, ce qui suggere une influence
du sexe sur le remodelage des fibres (Campbell et al., 2015). Nagamoto et ses
collegues ont pu démontrer une diminution des fibres de type I dans le soléaire au
profit des fibres IIA aprés 10 semaines, changement qui était jumelé a la diminution
de I’expression de PGC1-a (Nagatomo et al., 2012). A I’inverse, toujours aprés 10
semaines de di¢te riche en lipides, Kaneko et collegues ont observé une augmentation
des fibres de type I au profit des fibres de type II dans le soléaire de rats Wistar
(Kaneko et al., 2011). Toutefois, cette augmentation était jumelée a la diminution de
I’expression de PGC1-a, ce qui tend a contredire la majorité de la littérature. Cette
diminution des fibres I dans le soléaire a aussi pu étre remarquée aprés 6 semaines
chez des rats Sprague-Dawley (Liao et Xu, 2011). La méme étude a aussi pu
remarquer une augmentation des fibres de type I dans I’EDL, ce qui souligne le

caractere spécifique de chaque muscle en réponse a une di¢te obésogene.

3.2.2 La résistance a I’insuline

Tout comme le foie et les tissus adipeux, le muscle squelettique est impliqué dans les
mécanismes de résistance a 1’insuline. De fagon globale, la résistance a 1’insuline est
caractérisée par la capacité réduite de I’insuline d’induire la translocation de GLUT4
du cytosol vers la membrane cellulaire (Garvey et al., 1998). Ceci diminue ’entrée de
glucose dans la cellule, résultant en une hyperglycémie sanguine. Les lipides, ou
acides gras, peuvent participer a ce mécanisme de plusieurs fagons (Dresner et al.,
1999), en s’accumulant dans la cellule sous forme de diglycérides ou de céramides.
Ces derniers sont impliqués dans le développement de la résistance & 1’insuline
(Ussher et al., 2010) et leur production est stimulée par la consommation d’acide
palmitique (Schmitz-Peiffer et al., 1999). Les céramides peuvent altérer la voie de

signalisation de l’insuline au niveau de la protéine kinase B (Akt) (Samuel et
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Shulman, 2010) en promouvant sa déphosphorylation sur ses résidus Thr308 et
Ser473 via I’activation de la protéine phosphatase 2A (PP2A) (Blouin et al., 2010).
Les diglycérides, eux, activent la protéine kinase C 6 (PKC6) qui peut phosphoryler
IRS-1 (insulin receptor substrate 1) sur son résidu Ser307 et ainsi I’empécher de
réagir avec son récepteur (Aguirre et al., 2002). Les acides gras libres peuvent aussi
induire la résistance a I’insuline par certains mécanismes inflammatoires. Activé par
les acides gras, TLR4 (toll-like receptor 4) induit 1’activation de JNK (c-Jun N-

terminal kinase) et de IxB kinase (IKK). En plus de causer 1’activation de NF-xB,
| ceci cause aussi la phosphorylation d’IRS-1 sur son résidu Ser307 (Aguirre et al.,

2000; Gao et al., 2002).

Une altération dans le fonctionnement des mitochondries, jumelée a 1’accumulation
intramusculaire de lipides, pourrait aussi tre une cause de la résistance a 1’insuline
(Chow et al., 2010). Par contre, il n’est toujours pas clair si la dysfonction
mitochondriale est une cause ou une conséquence de la résistance a I’insuline.
D’autre part, la présence accrue de ROS, causant un stress oxydant, est aussi une
cause suggérée du développement de la résistance a I’insuline (Houstis et al., 2006).
Plusieurs auteurs ont suggéré des modeles expliquant les mécanismes impliquant la
mitochondrie. Di Meo et collégues suggerent que la production de ROS par les
mitochondries, et d’autres sources, induit une dysfonction mitochondriale résultant en
une production élevée de ROS, créant une réaction de feedback positif (Di Meo et al.,
2017). Martins et ses collegues suggeérent que des taux élevés d’acides gras
chroniques induisent une capacité oxydative mitochondriale réduite jumelée a une
production élevée de ROS, ce qui meéne & l’accumulation de céramides et de
diglycérides (Martins et al., 2012). De son c6té, Rachek souligne le role important de
I’acide palmitique dans la production de ROS (Lambertucci et al., 2008) ainsi que
dans la dysfonction mitochondriale induite par une baisse de I’expression de PGC1-a

et de TFAM (mitochondrial transcription factor A) (Rachek, 2014) (Figure 3.5).
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Figure 3.5 : Mécanisme de résistance a ’insuline

L’accumulation de lipides intramusculaire se produit lorsque 1’entrée d’acides gras
dans la cellule est supérieure & leur oxydation. Plusieurs études ont démontré I’effet
d’une diéte riche en lipides sur I’accumulation de lipides intramyocellulaire ainsi que
sur le développement de la résistance a I’insuline chez ’humain (Kakehi et al., 2016)
et chez le rat (Kaneko et al., 2011). Cette derniére étude a observé une accumulation
de lipides dans le soléaire ainsi qu’une altération de la biogénése mitochondriale
apres 10 semaines. A 1’inverse, une autre étude a démontré, aprés 25 semaines de
diete riche en lipides, que le contenu en mitochondries était plus élevé dans le muscle
tibialis antérieur de rats Wistar, ainsi qu’une accumulation de lipides
intramyocellulaires plus que triplée (van den Broek et al., 2010). Cette hausse du
contenu des mitochondries serait un mécanisme compensatoire en situation de
résistance a l’insuline et de dysfonction mitochondriale. Chez 1’humain, une seule
semaine de diete riche en lipides suffit a augmenter significativement les niveaux de
lipides intramyocellulaires dans le muscle quadriceps (Schrauwen-Hinderling et al.,
2005).
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Chez le rat, ce processus est encore plus rapide, alors qu’une accumulation a été
observée apres seulement 4 jours de dieéte obésogene chez de jeunes rats Sprague-
Dawley (Bonen et al., 2015). Cette accumulation était jumelée a une hausse de CD36
(cluster of differentiation 36), dont le r6le est d’importer des acides gras dans la
cellule, ainsi que des niveaux de diglycérides et de céramides. Ceci induirait une
diminution de la translocation de GLUT4 apres avoir soumis les animaux a la dicte
obésogene durant 21 jours. Baek et ses collegues ont pu démontrer, toujours chez le
rat Sprague-Dawley, que 1’accumulation de lipides dans le muscle soléaire pouvait
étre réversible aprés un retour a une diéte « normale » chow (Baek et al., 2018). 1l est
toutefois possible que cette accumulation ait induit une dysfonction mitochondriale
qui ne soit pas aussi facilement réversible. Par ailleurs, il a été suggéré que la
grosseur des gouttelettes lipidiques situées sous le sarcolemme avait une influence sur
la résistance a 1’insuline (Nielsen, J. et al., 2017). Une autre étude récente tend a
confirmer que la taille des gouttelettes lipidiques, plus que le contenu total de lipides

intermusculaires, est reliée a la sensibilité a I’insuline (Covington et al., 2017).

3.4 Le stress oxydant et I’inflammation

Le stress oxydant est caractérisé comme étant un débalancement entre la production
de ROS et la capacité de ’organisme a les réduire, brisant ainsi 1’homéostasie du
systéme oxydatif (Valko et al., 2007). Le maintien de cette homéostasie dépend de
réactions d’oxydoréduction dans lesquelles 1’oxydant est réduit en gagnant un
électron et le réducteur est oxydé en perdant ce méme électron. Bien qu’ils soient
nécessaires dans plusieurs processus importants tels la respiration mitochondriale, la
transmission cellulaire, les mécanismes de défense contre certains agents pathogenes
et I’apoptose, les ROS tels le peroxyde d’hydrogene (H,O,), le superoxyde (O,") et le
radical hydroxyle (*OH) sont hautement toxiques (Seifried et al, 2007). Les
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peroxydes et radicaux libres peuvent en effet oxyder certaines protéines (Garcia-
Garcia et al., 2012), peroxyder des lipides (Mylonas et Kouretas, 1999) ainsi
qu'oxyder ’ADN (Barzilai et Yamamoto, 2004). Les altérations causées aux
protéines, aux lipides et 2 I’ADN par les ROS sont impliquées dans la pathogenése de
plusieurs maladies telles le diabete, les maladies cardiovasculaires, le cancer et
certaines maladies auto-immunes (Schieber et Chandel, 2014). Le stress oxydant est
aussi impliqué dans le développement de plusieurs maladies dégénératives telles
I’ Alzheimer et le Parkinson (Uttara et al., 2009), tout comme dans le processus de

vieillissement global (Venkataraman et al., 2013).

Le stress oxydant et 1’obésité sont aussi intimement reliés. L’augmentation du stress
oxydant chez des individus obéses serait un des principaux facteurs menant au
développement du syndrome métabolique (Furukawa et al., 2004), du diabéte et de
plusieurs autres pathologies (Matsuda et Shimomura, 2013). Ainsi, des marqueurs de
stress oxydant seraient positivement reliés a la masse adipeuse chez des individus
obéses (Pihl et al., 2006). De plus, le stress oxydant serait plus important chez des
individus montrant une accumulation de masse adipeuse viscérale, ou androide (Kelli
et al., 2017). 1l semble aussi que des individus obéses, mais ne souffrant d’aucune
autre pathologie, démontrent une capacité antioxydante réduite (Chrysohoou et al.,
2007). Une récente étude a toutefois observé une augmentation compensatoire des
enzymes catalase et superoxyde dismutase (SOD) chez des individus obeses non-
diabétiques, signe d’une altération du métabolisme de H,O, dans les tissus adipeux
(AKl et al., 2017).

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer le phénomene d’augmentation du stress
oxydant qui est directement relié aux processus inflammatoires exacerbés par
I’obésité (Galassetti, 2012). Cette inflammation est li€ée en partie & ’augmentation de
la production de cytokines pro-inflammatoires telles le facteur de nécrose tumorale a

(tumor necrosis factor a; TNF-a) (Tzanavari et al., 2010), le transforming growth
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factor B1 (TGF- B1) (Fain et al., 2005), I’interleukine 1 (IL-1) (Lee, M. K. et al.,
2016) et I’interleukine 6 (IL-6) (Eder et al., 2009; Sindhu et al., 2015) observée en
situation d’obésité. Ces cytokines peuvent ensuite stimuler la protéine nuclear factor
kB (NF-xB) qui contrdle lui-méme plusieurs génes, impliqués dans les processus
inflammatoires (Tornatore et al., 2012) et contribuant & plusieurs pathologies, dont
I’obésité (Shoelson et al., 2007). De plus, ces cytokines stimulent la production de
ROS (Yang, D. et al., 2007), qui peuvent a leur tour augmenter 1’inflammation par la
stimulation de NF- kB, qui stimule a son tour la production de cytokines, créant un

lien bidirectionnel et un cercle vicieux (Biswas, 2016) (Figure 3.6).
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Figure 3.6 : Lien bidirectionnel entre le stress oxydant et I’inflammation

D’autre part, les adipokines, enzymes sécrétées par les tissus adipeux, peuvent aussi

influencer les processus inflammatoires et la production de ROS. La leptine, dont les
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taux sont significativement augmentés chez les individus obeses, montre des
propriétés pro-inflammatoires (likuni et al., 2008), influant positivement sur la
production de TNF-a (Shen, J. et al., 2005). A Tinverse, 1’adiponectine démontre un
effet anti-inflammatoire (Ouchi et Walsh, 2007) et pourrait exercer un effet protecteur
contre I’inflammation et plusieurs pathologies y étant associées en situation d’obésité
(Ohashi et al., 2015). Toutefois, les taux d’adiponectine sont significativement réduits
chez les individus obéses (Nayak et al., 2010). La résistine, qui contribue a 1’obésité
chez les rongeurs et les humains (Park et Ahima, 2013), est aussi associée au stress
oxydant chez ces derniers (Laurikka et al., 2014). La visfatine peut elle aussi induire
de I’'inflammation par I’activation de NF- kB (Lee, W. J. et al., 2009), elle-méme
stimulée par la production de ROS (Kim et al., 2008). Cette adipokine, impliquée
dans le développement de 1’obésité et d’autres pathologies en découlant (Chang, Y.
H. et al., 2011), a récemment été proposée en tant que nouveau marqueur de stress
oxydant (Marseglia et al., 2016). A I'inverse, I'apéline aurait des propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires (Than et al., 2014; Zhou et al., 2016). Exercant
un effet inhibiteur sur la sécrétion de I’insuline, les taux d’apéline sont généralement
plus élevés chez les individus obeses et diabétiques (Bertrand et al., 2015). Ce
phénomene pourrait toutefois étre attribuable au développement d’une résistance a
cette adipokine impliquée dans le contréle de I’homéostasie glucidique (Cavallo et
al., 2012).

A plus court terme, une diete riche en lipides peut aussi induire du stress oxydant.
Chez des rats Wistar, 2 mois de diete riche en lipides ont augment€ le stress oxydant
dans le foie, le pancréas et les vaisseaux sanguins (Auberval et al., 2014). Apres 12
semaines de dic¢te obésogene, il est possible d’observer des taux sériques et
hépatiques significativement plus élevés de TNF-a et d’IL-6 ainsi que des taux
réduits d’enzymes antioxydantes chez des rats Sprague-Dawley (Yida et al., 2015).
Chez des souris, une diéte riche en lipides augmente la production de ROS dans le

foie et les tissus adipeux, créant un stress oxydant qui précéde une hausse observable
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de TNF-a et une résistance a ’insuline (Matsuzawa-Nagata et al., 2008). Chez des
humains, il a été démontré qu’un repas riche en lipides induit une hausse aigué du
stress oxydant comparativement a un repas riche en dextrose (Bloomer et al., 2010).
D’autre paft, une diete obésogene peut aussi induire du stress oxydant dans le muscle
squelettique. Chez des souris, les taux de superoxyde et de nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADP; NADPH sous sa forme réduite) oxydase, nécessaire
a la formation du superoxyde, étaient significativement plus élevés dans le muscle
tibial antérieur aprés 8 semaines de diéte obésogene (Yokota et al., 2009). De plus, 16
semaines de diéte riche en lipides induit une augmentation de TNF-a et de plusieurs
interleukines pro-inflammatoires dans le muscle gastrocnemius de souris (Gortan
Cappellari et al., 2016). Dans le méme muscle de souris, une autre étude a pu
observer une réduction de I’enzyme antioxydante catalase apres 13 semaines de dicte
(Pimenta et al., 2015). Chez des rats femelles, une di¢te isocalorique riche en lipides
administrée durant 14 semaines a pu induire une réduction de glutathion peroxydase

(GPX) dans le muscle gastrocnemius (Catala-Niell et al., 2008).

Une récente étude a pu démontrer que des rats nourris d’une diete riche en lipides
montraient aussi des taux sériques de malondialdehyde significativement plus élevés
que le groupe contrdle (Bodur et al., 2018). Le malondialdehyde (MDA) est un
composé organique résultant de la péroxydation d’acides gras polyinsaturés par des
ROS:; il est donc utilisé comme biomarqueur du stress oxydant (Nielsen, F. et al.,
1997). Des concentrations élevées de MDA ont aussi été observées apres 8 semaines
d’une diéte riche en lipides dans les foies de rats Wistar (Milagro et al., 2006). Des
résultats similaires ont pu étre observés chez des souris aprés 12 semaines (Meng et
al., 2011). Chez des rats Wistar, 6 semaines de dicte riche en lipides ont suffi pour
augmenter significativement les taux de MDA dans les tissus adipeux blancs en plus
d’augmenter les concentrations de H;O; et de diminuer les concentrations de
superoxyde dismutase et de glutathion peroxydase (Charradi et al., 2013). De plus, un

seul repas riche en lipides suffirait a faire augmenter significativement la quantité de
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MDA hépatique apres 48 heures de jeline chez des rats Wistar (Nassar et al., 2014).
Une augmentation de MDA a aussi été observée dans les muscles squelettiques de
rats Wistar aprés 10 semaines de diete obésogene (Maithilikarpagaselvi et al., 2016).
Similairement, des niveaux plus élevés de MDA ont ét€ mesurés dans le muscle

soléaire de rats Sprague-Dawley apres 12 semaines (Li, G. et al., 2015).

3.4.1 Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide composé de glycine, de cystéine et d’acide y-
glutamique (y-L-glutamyl-L-cystéinylglycine) se retrouvant en quantité importante
dans la majorité des cellules de 1’organisme (Lu, 2000). Le foie étant son lieu de
production principal, il est donc un important régulateur de 1’homéostasie du
glutathion dans plusieurs autres organes (Ookhtens et Kaplowitz, 1998). La forme
oxydée (GSSG) du glutathion, dont la quantité est, en temps normal, 100 fois moins
importante que celle du glutathion réduit (GSH), est composée de deux GSH 1iés par
leur atome de soufre respectif (Griffith, 1999). Avant d’étre importé dans la
mitochondrie (Ribas et al., 2014), le GSH est produit dans le cytosol de la cellule par
un de trois mécanismes distincts. Premierement, la synthése de novo, qui requiert
deux molécules d’ATP, est catalysée par les enzymes glutamate-cystéine ligase (GCL)
et glutathion synthase (GSS). Ce processus est dépendant de la quantité intracellulaire
de cystéine, qui constitue un facteur limitant (Meister et al., 1986). De plus, le GSH
inhibe I’activité de GCL par feedback négatif, ce qui constitue un autre important
mécanisme de régulation de la production de GSH (Griffith et Meister, 1979).
L’activité ou la disponibilit¢ de GCL est donc considérée comme un deuxi¢me
facteur limitant (Lu, 2009). Le second mécanisme de production implique la
réduction du GSSG en GSH par une réaction catalysée par la glutathion réductase
(GSR) et nécessitant du NADPH. Le recyclage du GSSG permet aussi d’augmenter la

disponibilité de la cystéine, ce qui stimule la synthése de novo. En dernier lieu, la
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cystéine de la forme conjuguée du glutathion peut étre recyclée par I’entremise de vy-
glutamyltransférase (GGT) et de NADPH (Pizzorno, 2014) (Figure 3.7).
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Figure 3.7 : La syntheése du glutathion

Le glutathion participe a plusieurs mécanismes importants dans 1’organisme, dont la
régénération de la vitamine C et de la vitamine E (Chan, 1993), le transport du
mercure a I’extérieur des cellules et du cerveau (Kerper et al., 1996), 1a régulation de
1’apoptose cellulaire (Circu et Aw, 2012), lé régulation de la prolifération cellulaire
(Pallardo et al., 2009) et le maintien de I’ADN mitochondrial (Ayer et al., 2010). Son
role le plus connu est toutefois celui d’antioxydant, protégeant contre les dommages
potentiels pouvant étre causés par les ROS. Ainsi, le glutathion interagit avec
plusieurs ROS directement ou par I’entremise d’une enzyme telle la GPX, qui est,
avec la catalase et la SOD, une des trois plus importantes enzymes antioxydantes
(Birben et al., 2012). En piégeant des radicaux libres, le GHS est converti en radical
glutathionyl (GS"), ce qui crée par la suite du superoxyde qui est dismuté par la SOD

(Winterbourn, 1993), phénomene qui souligne 1’importance de la synergie entre les
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divers antioxydants. Deux molécules de GSH sont requises afin de réduire le H,Ozen

GSSG et deux molécules de H,O, réaction nécessitant la GPX comme catalyseur

(Deneke et Fanburg, 1989). En condition de stress oxydant, le ratio GSH:GSSG, qui

est d’environ 100:1 dans une cellule au repos, peut diminuer jusqu’a 10:1 ou méme

moins (Chai et al., 1994); ce ratio est donc communément utilisé en tant que

marqueur de stress oxydant (Owen et Butterfield, 2010; Zitka et al., 2012). Deux

molécules de GSH sont aussi nécessaires a la réduction d’hydroperoxydes organiques

(ROOH), réaction catalysée par la GPX ou la glutathion S-transférase (GST) dont le

produit est GSSG ainsi que H,O et ROH (Lu, 2013) (Figure 3.8).
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Etant donné I'importance du stress oxydant dans le développement de plusieurs
pathologies, les défenses antioxydantes, dont le glutathion est un contributeur
principal, jouent un réle tout aussi important dans la protection contre les dommages
pouvant étre causés par les ROS (Pham-Huy et al., 2008). Les individus présentant un
métabolisme du glutathion déficient génétiquement sont hautement a risque de
développer plusieurs maladies, dont le cancer et plusieurs maladies cardiovasculaires
(Ristoff et Larsson, 2007). Bien que moins flagrantes, les conséquences d’altérations
au métabolisme du glutathion n’étant pas dues a une maladie génétique sont tout de
méme importantes et jouent un role dans la pathogénése de plusieurs maladies. Des
taux de glutathion réduits sont observés chez des individus souffrant de plusieurs
maladies dégénératives, dont 1’ Alzheimer, pathologie dans laquelle il est en effet
possible d’observer une activité réduite de la GSS et de la GCL (Liu, H. et al., 2004).
Chez des individus souffrant du Parkinson, une autre maladie associée au
vieillissement, il est possible d’observer une diminution du GSH ainsi que du ratio
GSH:GSSG dans la substantia nigra du mésencéphale (Sian et al., 1994). En fait, le
vieillissement en soi est li€ a des nivéaux de GSH plus faibles (Lang et al., 2000)
ainsi qu’a un systeme de défense antioxydant moins efficace (Okoduwa et al., 2015;
Rybka et al., 2011).

Des taux réduits de GSH sont aussi observés chez des individus souffrant de maladies
cardiovasculaires (Shimizu et al., 2004), de maladies pulmonaires (Gould et Day,
2011), de maladies immunitaires (Guerra et al., 2011; Morris et al., 2014) et de
fibrose kystique (Dickerhof et al., 2017; Lands, L. C. et al., 1999). Le GSH occupe
aussi un role protecteur contre les dommages que les ROS peuvent causer a I’ADN
(Chatterjee, 2013), altérations qui constituent un des mécanismes menant a la
formation de cancers (Scott et al., 2014). Ainsi, les taux de glutathion seraient réduits
dans le plasma et les érythrocytes de patients souffrant de cancer (della Rovere et al.,
2000). 1 est toutefois possible d’observer, dans plusieurs cellules cancéreuses

résistantes & la chimiothérapie, des taux élevés de GSH ainsi qu’une activité accrue
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de GCL et de GGT, ce qui contribuerait a stimuler la prolifération et réduire
I’apoptose (Estrela et al., 2006). Ces taux élevés de glutathion sont observables dans

les cellules cancéreuses de la majorité des types de cancer (Gamcsik et al., 2012).

Le métabolisme du glutathion joue aussi un rdle dans 1’obésité ainsi que dans
plusieurs pathologies y étant reliées, bien que son rble ne soit pas encore
completement élucidé. Quelques études ont pu observer des taux augmentés de GPX
chez des individus obéses (Baez-Duarte et al., 2012; Zwirska-Korczala et al., 2003).
Cependant, d’autres études tendent a démontrer ’inverse. Des taux sanguins réduits
de GSH et de GSSG ont été observés chez des enfants souffrant d’obésité et de
diabete (Pastore et al., 2012). Une autre étude a aussi observé des taux réduits de
GSH sanguin chez des enfants souffrant d’embonpoint et d’obésité (Albuali, 2014).
De plus, chez des individus adultes souffrant de diabete de type 2, 1’obésité exacerbe
le diminution de ’activité de la GPX (Goyal et al., 2011). Il semble que la synthese
du glutathion soit aussi inhibée chez les individus diabétiques (Yoshida ez al., 1995),
et ce malgré I’effet positif de I’insuline sur le ratio GSH:GSSG (Bravi et al., 2006).
Cette diminution de GSH serait causée par une inhibition de GCL induite par une
hyperglycémie prolongée (Urata et al., 1996). Les taux sériques de GPX sont
également réduits chez les individus souffrant du syndrome métabolique (Li, Y. ez al.,
2013). Apres une perte de poids chez des femmes obeses en santé, il est possible
d’observer une hausse de GPX corrélée a une diminution d’IL-6 (Bougoulia et al.,
2006). Une autre étude a toutefois démontré des résultats contradictoires, observant
une synth¢se de GSH réduite aprés une perte de poids rapide chez des hommes

obeses en santé (Faber et al., 2002).

Il a aussi été proposé que le métabolisme du glutathion pouvait contribuer a la
résistance a l’insuline et qu’une diminution du glutathion pourrait prévenir cette
résistance en situation de diete obésogene (Findeisen et al., 2011). Chez des souris,

une surexpression de GPX nuirait au réle joué par les ROS dans la sensibilisation a
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I’insuline (McClung, J. P. et al., 2004). A I’inverse, une autre étude suggére qu’une
diminution de GPX jumelée a une augmentation de GCL dans les adipocytes de
souris induirait une augmentation de GHS pouvant contribuer a la résistance a
I'insuline (Kobayashi et al., 2009). De plus, des souris knockout n’exprimant pas le
géne de I’unité modulatoire de la GCL, dont les taux de GSH sont conséquemment
réduits, sont résistantes a 1’obésité et a 1’accumulation de lipides induites par une
diéte riche en lipides et démontrent une plus grande sensibilité a I’insuline (Kendig et
al., 2011). Ces résultats divergents mettent en évidence le caractere complexe du

métabolisme du glutathion.

11 a été démontré, depuis plusieurs années déja, qu’une diéte obésogene peut diminuer
les taux de GSH et de GSSG (Sastre et al.,, 1989). Chez des souris dgées de 4
semaines au début du protocole, il est possible d’observer des taux hépatiques de
GSH réduits apres 12 semaines de di¢te obésogene, diminution jumelée a celles de la
GPX et de la SOD, mais aussi 2 une augmentation de la catalase (Meng et al., 2011).
Dix semainés de diéte obésogene a aussi diminué les taux hépatiques de GSH et de
GSSG, malgré la surexpression de GPX, chez des souris femelles, diminution qui
était corrélée au poids corporel (Norris et al., 2016). De plus, 16 semaines de diete
riche en lipides a induit une diminution significative de GSH, de la GPX et de la GST
dans le foie et les reins de rats méles et femelles (Noeman et al., 2011). Toutefois,
une autre étude n’a pu démontrer de diminution significative des taux sériques de

GSH chez des rats Sprague-Dawley apreés 6 mois (Wu et al., 2016).

D’autre part, le glutathion musculaire peut aussi étre affecté par une diete obésogene.
Dans les muscles gastrocnemius de rats Sprague-Dawley agés de 8 semaines au début
du protocole, 6 semaines de diéte riche en lipides ont suffi a induire une diminution
de 30% du GSH ainsi qu’une diminution significative du ratio GSH:GSSG (Anderson
et al., 2009). Dans une étude semblable utilisant des rats de la méme souche agés de

18 semaines, 6 semaines d’une diéte obésogene contenant aussi 60 % des calories
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provenant des lipides a induit une hausse du GSSG et une diminution du ratio
GSH:GSSG dans le muscle gastrocnemius (Fisher-Wellman ez al., 2013). Chez des
souris, 16 semaines de di¢te obésogene a induit une diminution du ratio GSH:GSSG
dans le muscle gastrocnemius, bien que la diminution observable du GSH n’était pas
significative (Gortan Cappellari et al., 2016). Un protocole de la méme durée a aussi
induit une diminution du ratio GSH:GSSG dans le gastrocnemius et le fois de souris
males (Yuzefovych et al., 2013). De plus, il semble que ’effet d’une diéte riche en
lipides sur le métabolisme du glutathion musculaire soit dépendant du type de fibres
musculaires, comme en témoigne une étude qui a pu observer une diminution du
GSH dans le muscle soléaire de rats Wistar apres 8 semaines, mais aucun changement

significatif dans les muscles EDL et épitrochléens (Pinho et al., 2017).
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CHAPITRE 1V

METHODOLOGIE

Cette section décrit brievement 1’ensemble des procédures utilisées dans ce projet de
recherche. Pour plus de détails sur les méthodes spécifiques, les produits utilisés et
leurs concentrations respectives, priere de consulter les articles inclus dans les

chapitres V, VI et VIL

4.1 Animaux

Pour I’ensemble du projet, nous avons utilisé des jeunes rats Wistar miles (Charles
River, St-Constant, QC) d’environ 4 semaines, pesant entre 100 et 125 g chacun.
Apres une période d’acclimatation de trois jours dans les animaleries de I’'UQAM, ils
ont été divisés en deux groupes : le groupe contrfle est soumis a une diéte réguliere
« chow » alors que le deuxi¢éme est soumis a une diéte riche en lipides. L’acces a ces
dietes était ad libitum pour une période de 14 jours. Les animaux étaient soumis & un
cycle de lumiere / obscurité de 12 heures débutant 2 06h00. Afin de mieux évaluer
I’évolution du poids corporel des animaux, ces derniers ont été pesés chaque jour a la
méme heure. A la fin de chaque protocole, les rats sont mis 2 jeun pour une période
de 4 heures, anesthésiés avec de l'isoflurane (induction: 4%; maintien: 2%) a 1 I/min
d'O; pour la récolte de tissus et de sang, puis sacrifiés. Toutes les procédures de ce

projet de recherche ont été faites en conformité avec les recommandations du guide
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du National Institutes of Health pour le soin et 1'utilisation des animaux de laboratoire.
Le protocole a été approuvé par le Comité Institutionnel de Protection des Animaux
(CIPA) de 'UQAM (numéro de permis: 0515-R3-759-0516). Tous les efforts ont été

faits afin de minimiser tout inconfort potentiel pour les animaux.

4.2 Diétes

Le contenu calorique des diétes a été calculé a partir des facteurs Atwater modifiés :
les protéines et les glucides contenant 3,5 kcal/g et les lipides contenant 8,5 kcal/g. La
diete réguliere «chow » (Charles River Rodent Diet n°® 5075, Cargill Animal
Nutrition, MN, USA) avait une charge calorique de 2,89 kcal/g et une composition en
macronutriments de 55,2% de glucides (65,6% des calories), 18% de protéines
(21,4% des calories) et 4,5% de lipides (13% des calories). La diete riche en lipides a
été préparée a partir d’ingrédients purifiés selon une formule commerciale (D12492,
Diet Die.ts Inc., New Brunswick, NJ, USA). Sa charge calorique était de 4,80 kcal/g
et sa composition en macronutriments était de 26,3% de glucides (19,2% des
caloﬁes), de 26,2% de protéines (19% des calories) et de 34,9% de lipides (61,8% des
calories). Les sources de protéines étaient la caséine et la L-cystine (98,5% et 1,5%
respectivement), les sources de glucide étaient la maltodextrine et le sucrose (64,5%
et 35,5% respectivement) alors que les sources de lipides étaient le lard et I'huile de
soja (90,7% et 9,3% respectivement). Le lard contenait 40% de gras saturés (27%
d’acide palmitique, 11% d’acide stéarique et 2% d’acide myristique) et 59% de gras
insaturés (44% d’acide oléique, 11% d’acide linoléique et 4% d’acide palmitoléique)
alors que 1'huile de soja contenait 14% de gras saturés (10% d’acide palmitique et 4%
d’acide stéarique) et 81% de gras insaturés (51% d’acide linoléique, 23% d’acide
oléique et 7% d’acide alpha-linolénique). Le régime contenait également de la

cellulose (64,6 g/kg), du carbonate de calcium (7,1 g/kg), du phosphate dicalcique
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(16,8 g/kg), du citrate de potassium (21,3 g/kg), du bitartrate de choline (2,6 g/kg)
ainsi que des mélanges de minéraux (12,9 g/kg) et de vitamines (12,9 g/kg) (Tableau
0 8

4.3 Chambres .métaboliques

La température des chambres métaboliques Oxymax CLAMS (Columbus
Instruments, OH, USA) était maintenue a 22 + 2 °C. Conformément aux instructions
du fabricant, les capteurs d’O, et CO, étaient calibrés tous les deux jours. Les
mesures d'O, et de CO, (ml/kg/h) ont été obtenues, en utilisant un systtme de
calorimétrie indirecte a circuit ouvert, par le calcul de la différence entre la
consommation de [O;] et la production de [CO;]. Le ratio d’échange respiratoire
(RER) est aussi calculé a partir de la concentration des gaz ([CO;] / [O;]). La dépense
énergétique (kcal/hr) a été estimée par le logiciel Oxymax CLAMS en utilisant
'équation suivante: Dépense énergétique = CV * [VO;], ou CV (valeur calorique) =
(3.815 + 1. 232 * RER). Une balance individuelle (PL1502E, Mettler Toledo, Suisse)
était installée dans chaque chambre métabolique permettant au logiciel Oxymax
CLAMS d’évaluer avec précision le temps ainsi que le poids (précision de + 0,01 g)
de chaque repas. Les repas ont été calculés lorsque la balance a été utilisée pendant
plus de 10 s ou lorsque plus de 0,1 g de nourriture a été ingéré. De plus, la conception
unique du systéme permettait de minimiser les pertes de nourriture et le butinage. La
consommation d’eau (ml) a été mesurée a l'aide de tubes réagissant a2 un faible
courant électrique. La balance énergétique (apport calorique quotidien - dépense
énergétique quotidienne) a également été calculée a partir des parametres mentionnés
précédemment. L'activité ambulatoire a été évaluée en continu a laide de
photocellules infrarouges installées sur les axes X et Z des chambres. Le logiciel

CLAMS calcule le nombre de fois que l'animal brise une série de faisceaux
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infrarouges en séquence, ce qui permet d’exclure les comportements stéréotypiques
(le bris d’'un méme faisceau a répétition). Le temps de sommeil est calculé lorsque
I’animal ne brise aucun faisceau infrarouge pendant plus de 60 s. Tous les parametres
ont été enregistrés en continu et analysés a 1'aide du logiciel Oxymax CLAMS durant

les 14 jours du protocole expérimental.

4.4 Ghréline

Le sang recueilli a été placé dans des tubes refroidis, stockés sur glace pendant une
heure, puis centrifugés durant 10 minutes. Le plasma a été acidifié, puis les
échantillons ont été stockés a -20 °C. Les concentrations plasmatiques de ghréline
acylée et désacylée ont été mesurées a 1’aide de la méthode ELISA en sandwich a
deux sites. Des plaques ont été revétues d’antisérums, pour la détection de la forme
acylée ou désacylée, durant une nuit. Aprés un blocage, les plaques ont été lavées et
un tampon a été appliqué pour une incubation a 4 °C durant la nuit. Apres avoir été
lavées, les plaques ont ensuite été incubées pendant 1 heure avec un antisérum, pour
la détection de la forme acylée ou désacylée, puis durant 30 minutes avec de la
streptavidin-poly-HRP80. Les plaques ont ensuite €té détectées a 1’aide d’un substrat
fluorescent. Tous les échantillons pour chaque rat ont été traités sur la méme plaque.
Le pourcentage d'acylation a été calculé en utilisant la formule suivante: 100 * AG /

(AG + UAG).

4.5 Contractilité musculaire

Le systtme de contractilité (1205A, Aurora Scientific, Aurora, ON, Canada) a été
ajusté avant chaque expérience a 1’aide de poids de calibration de 10, 20 et 50 g.

Alors que I’animal était sous anesthésie, les muscles EDL et soléaire ont été prélevés
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de la patte gauche. Une suture de soie chirurgicale (taille 3.0) a été attachée a chaque
tendon tout en préservant 1l'intégrité du muscle. Le muscle a été installé entre deux
électrodes dans un bain a température contrdlée a 30 °C rempli d’une solution de
Krebs. Une extrémité de la soie est fixée a 1’appareil au fond du bain alors que 1’autre
extrémité est attachée a un servomoteur. Apres 15 minutes, la longueur optimale du
muscle (Lo), soit celle ot le muscle développe la plus grande force, est déterminée par
ajustements graduels en soumettant le muscle a des stimulations de 5 Hz. Une fois
cette longueur optimale obtenue, elle est notée et utilisée tout au long du protocole.
Ce dernier consiste en des stimulations de 600 ms a des fréquences de 5, 10, 30, 50,
75, 100, 120 et 150 Hz entrecoupées de pauses de 2 min. Aprés ce protocole de force-
fréquence et une pause de 3 min, les muscles sont soumis & un protocole de fatigue.
Ce dernier consiste en des stimulations de 50 Hz pour ’EDL et de 75 Hz pour le
soléaire a chaque 2 s durant 3 min. Le temps nécessaire pour observer une réduction
de la force initiale de 50% a ét¢ défini comme résistance a la fatigue. Apres le
protocole de fatigue et 3 min de repos, les muscles sont soumis & un protocole de
récupération. En utilisant les mémes fréquences que le protocole de fatigue, les
muscles sont soumis a des stimulations a toutes les 90 s durant 30 min. Toutes les
variables ont été calculées a I’aide du logiciel DMC (Aurora Scientific, Aurora, ON,
Canada) qui mesurait la force, le temps entre le début de la contraction et la force
maximale produite (time to maximum) et le temps nécessaire a la réduction de la force
de 50% aprés la contraction (half relaxation time). Une fois les stimulations
terminées, les muscles ont été nettoyés, séchés et pesés. La force spécifique (N/cm?) a
été obtenue en divisant le produit de la force musculaire (g) et de l'accélération
gravitationnelle (9,81 m/sz) par l’aire transversale estimée du muscle (CSA). Cette
derniere a été calculée en divisant le poids du muscle (g) par le produit de la densité

musculaire (1,06 mg/mm'3) et de la longueur du muscle (Ly).
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4.6 Typage des fibres musculaires

Afin de catégoriser les fibres musculaires et leurs aires transversales respectives, les
muscles EDL et soléaire ont été récoltés de la patte droite des animaux, puis nettoyés
de tout tissu adipeux ou conjonctif. La section médiale de chaque muscle a été
coupée, puis montée dans de la gomme tragacanthe placée sur un disque de li¢ge. Les
sections de muscle ont ensuite été congelées dans de 1’isopentane refroidi a 1’azote
liquide, puis stockées a -80 °C jusqu’a leur utilisation. Dans un cryostat CM1950
(Leica Biosystems, Wetzler, Allemagne) maintenu a -18 °C, des coupes transversales
de muscle de 8 um ont ensuite été effectuées, puis montées sur des lames de lysine
(Superfrost, Thermo Fisher Scientific). Par la suite, une immunomarquage de ces
coupes, permettant de détecter les différentes MHC, a été effectué. Un cocktail
d’anticorps permettant d’identifier les fibres de type I, IIA et IIB (cocktail 1) ou IIX
(cocktail 2) a été utilisé pour une incubation d’une heure, aprés que les coupes aient
été laissées a température ambiante, réhydratées avec du PBS (pH 7,2) et bloquées
avec du sérum de chévre (10% PBS). Les coupes transversales ont ensuite été lavées
(3 x) avec du ‘PBS, incubées avec le cocktail d'anticorps secondaire pendant 1 h,
lavées (3 x) avec du PBS et recouvertes d'un agent de montage antifade liquide
(Prolong Gold, Invitrogen, P36930). Les anticorps primaires et secondaires ainsi que
leur concentration respective ont été utilisés tel que décrit précédemment (Gouspillou
et al., 2014). Tous les anticorps primaires ciblant les MHC ont été achetés aupres de
la Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB, University of Iowa, IA).

4.7 Lipides intramyocellulaires

Afin de caractériser la taille et la quantité des gouttelettes lipidiques

intramyocellulaires, un marqueur fluorescent de lipides neutres, HCS LipidTOX
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Green Neutral Lipid Stain (Thermo Fisher, H34475) a été utilisé. Des coupes
transversales de muscle ont été fixées dans du paraformaldehyde & 4% (PFA, Sigma-
Aldrich, P6148) pendant 20 minutes, puis lavées trois fois dans du PBS avant d'étre
incubées avec 0,275 ul/ml de DAPI dans une solution de PBS (Thermo Fisher,
D3571) pendant 5 minutes. Apres 3 lavages supplémentaires au PBS, les échantillons
ont été incubés pendant 30 minutes dans une solution contenant 1 ul/ml de HCS
LipidTOX dans du PBS. Apres 3 lavages supplémentaires au PBS, les coupes ont été
recouvertes de DABCO (100 mg/ml de PBS / ml de glycerol avec un ajout d'azoture
de sodium). Afin de conserver le maximum de fluorescence, 1’analyse microscopique

a été effectuée immédiatement apres.

4.8 Microscopie et analyse des images

La prise d’image a été effectuée a 1’aide d’un microscope Nikon TE300 (Nikon
Corporation, Tokyo, Japon) aux services de microscopie de 'UQAM. Les sections,
choisies aléatoirement sur chaque image, ont été analysées a 1’aide du logiciel ImageJ
(NIH, USA) Pour I’analyse des fibres musculaires, 400 fibres individuelles ont été
tracées en moyenne par muscle. L’aire transversale ainsi que le type de MHC ont été
déterminés pour chaque fibre. Pour I’analyse des lipides intramyocellulaires, une
moyenne de 170 fibres a été analysée par image. Le nombre de gouttelettes lipidiques
par fibre musculaire, le pourcentage de surface couverte par les lipides et 1’aire
transversale moye.nne des gouttelettes ont été mesurées. Les gouttelettes lipidiques
ayant une aire transversale supérieure a 0,2 pm? ont été catégorisées comme €tant de

grosses gouttelettes lipidiques.
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4.9 Western blot

Lors de ce protocole spécifique, les rats ont été mis a jeun pour une période de 6
heures (de 06h00 a 12h00), puis anesthésiés. Une dose de 38 ul/kg d’insuline
(Humulin, Lilly, Canada) leur a ensuite ét¢ administrée. Apres une période de 5
minutes, les muscles EDL et sol€aire ont été rapidement récupérés et pesés. Les tissus
musculaires ont été homogénéisés dans un tampon (HEPES 50 mM, pH 7,4, EDTA 2
mM, pyrophosphate de sodium 10 mM, glycérophosphate de sodium 10 mM, NaCl
40 mM, NaF 50 mM, orthovanadate de sodium 2 mM, Triton-X 100%, avec un
comprimé d'inhibiteur de protéase Roche sans EDTA par 25 ml de solution)
additionné de 1% de désoxycholate de sodium et de 0,1% de laurylsulfate de sodium.
Les protéines ont été extraites et des tests de Bradford ont été effectués pour
quantifier les niveaux de protéines. Les échantillons ont été placés sur des gels
préfabriqués Nupage a 4-12% ou sur des gels Tris-Glycine a 10% (Life
Technologies). Les protéines ont été transférées sur des membranes de PVDF
bloquées dans 5% de lait dilué dans du PBS-Tween et incubées durant la nuit avec
leur anticorps primaire a 4 °C. Les anticorps suivants ont été utilisés: IRS-1 (Cell
Signaling Technology, 2382, dilution 1: 1000), Akt (Cell Signaling Technology, 4691,
dilution 1: 1000), phospho-AKT S473 (Cell Signaling Technology, 9271, dilution 1:
1000), S6 (Cell Signaling Technology, 2217, dilution 1: 2500), phospho-S6 S240 /
244 (Cell Signaling Technology, 5364, dilution 1: 1000) et des anticorps secondaires
ont été achetés chez Cell Signaling Technology (7076S et 7074S) et dilué 1: 5000. Le
réactif de détection de Western Blot Amersham ECL (RPN2106) a été utilisé pour

I’'imagerie.
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4.10 Glutathion

Immédiatement apres le prélevement du muscle soléaire, 0,25 g de ce demier est
homogénéisé (2 x 10 s avec Polytron Teador, Biospec Products Inc., Dremel-Racine,
WI) dans 1,25 ml d'acide métaphosphorique glacé et fraichement préparé a 5% (p / v)
(Fisher A280). -100) et centrifugé pendant 3 min a 7200 g.

Immédiatement apres le prélevement, on homogénéise 0,25 g de muscle SOL (2x10 s
avec Polytron Teador, Biospec Products Inc., Dremel-Racine, WI) dans 1,25 ml
d'acide métaphosphorique glacé et fraichement préparé a 5% (p/v) (Fisher A280-100),
puis centrifugé durant 3 min a 7200 g. Les culots et les surnageants ont été conservés
a -80 °C jusqua l’analyse des protéines et du glutathion, respectivement. Le
glutathion réduit (GSH) et le disulfure de glutathion (GSSG) ont été quantifiés par
électrophorese capillaire (silice de 75 pm x 50 cm) (acide borique 75 mM et Bis-Tris
25 mM, pH 8,4, 28 °C, 18 kV), tel que décrit précédemment (Lavoie et al., 2008). Le
potentiel redox a été calculé en utilisant 1'équation de Nernst (25 °C, pH 7,0) (Turcot
et al., 2009).

4.11 RT-qPCR

Les échantillons ont été incubés dans du RNAlater (Ambio), puis stockés a -20 °C.
Par la suite, de 15 a 60 mg de tissus musculaires par échantillon ont été homogénéisés
dans 1 ml de réactif TRIzol (Ambion) avec 1’ajout d’un homogénéisateur
TissueLyserIll (Qiagen), puis extraits selon les instructions du fabricant. Les
échantillons ont ensuite été traités avec une trousse PureLink RNA Mini Kit (Ambion)

et 'ADN contaminant a été €liminé. Les concentrations et la pureté de ' ARN ont été
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déterminées par un ratio d'absorbance a 260 nm et 280 nm (BioDrop). L'intégrité de
I'ARN a été évaluée par visualisation des bandes intactes d'’ARN 18S et 28S apres
I’électrophorese sur gel d'agarose. La cDNA a été synthétisée a 1’aide de SuperScript
VILO Master Mix (Invitrogen) en utilisant 1 pg d'ARN par réaction de 20 pl. Les
réactions en chaine par polymérase en temps réel ont été effectuées en triplicata a
I’aide de 384 puits, du systtme QuantStudio6 (Life Technologies) et de la trousse
SYBR Select Master Mix (Applied Biosystems). Deux pl d’une dilution de cDNA
1:10 et 0,3 uM d’amorces étaient dans un volume total de 10 pl. Le protocole suivant
a été utilisé: 2 min a 50 °C, 2 min a 95 °C suivies de 40 cyclesde 15s2a95°C, 15sa
58 °C et 1 min a 72 °C. La spécificité de la réaction a été évaluée a 1’aide d’une
analyse de la courbe de fusion. Des contrdles négatifs RT et des contréles NTC ont
été inclus dans les analyses PCR. Les genes de référence ont été identifiés en utilisant
des TagMan Array Rat Endogenous Control Plates (Applied Biosystems) avec 3
échantillons pour chaque groupe. Sur les 22 génes analysés, les quatre ayant la
meilleure stabilité d'expression génique (Expression Suite, Applied Biosystems) ont
été sélectionnés pour la normalisation: PUM1, PGK1, PSMC4 et RPL30 pour I'EDL
et PGK1, RPL30, PPIB et PUMI1 pour le soléaire. Les amorces utilisées (Tableau 6.1)
ont été congues a ’aide de Primer-BLAST (NCBI). Une courbe standard obtenue par
la dilution scalaire d'un pool de cDNA a été générée afin de vérifier 1'efficacité de la
PCR. Les quantités normalisées et relatives de mRNA ont été calculées en utilisant le
logiciel gbase+ (Biogazelle) et sont présentées comme le changement du groupe HFD

par rapport au groupe RCD en utilisant la méthode AACT.

4.12 RNA-Seq

La technique utilisée pour le séquengage de I’ ARN a été adapté de Pai et al. (Pai et al.,

2016). Les banques de cDNA ont été¢ préparées en utilisant le protocole Illumina
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TruSeq. Par la suite, les banques indexées ont été regroupées (6 banques par pool) en
quantités équimolaires. La majorité d'entre elles ont été séquencées avec des lectures
de 101 bp sur un appareil llumina HiSeq4000. Les scores de base de mauvaise
qualité et les séquences d’adaptation ont été ajustées a 1’aide de Trim Galore (version
0.2.7). Les lectures en résultant ont ensuite été distribuées sur une séquence de
référence du génome (Ensembl Rnor_6.0 version 81) avec STAR (version 2.4.2) en
utilisant le protocole a une lecture. Le nombre maximum de décalages admis pour les
paires était de 5 et une optimisation des scores d'alignement a été automatiquement
appliquée par le logiciel STAR. La lecture de chaque gene a été faite a I’aide de
HTseq (version 0.6.1p1) qui a été lancé séparément sur chaque fichier d'alignement
supporté par SAMtools (version 0.1.19) qui utilisait le méme fichier de référence que
pour les alignements. Le logiciel DESeq2 (version 1.18.1) a été utilisé afin
d’identifier les génes ayant une expression significativement différente dans le groupe
HFD. Une valeur de p corrigée pour FDR < 0,10 et un changement absolu du niveau
d'expression moyen supérieur a 1,5 ont été considérés nécessaires afin de qualifier un

geéne exprimé de maniere significativement différente (Love et al., 2014).

4.13 Analyses statistiques

Les valeurs sont présentées en tant que moyenne =+ écart type, sauf ol il est indiqué
différemment. La normalité de chaque distribution a été évaluée en utilisant le test de
Shapiro-Wilk. Le test ¢ de Student non-apparié a été utilisé pour comparer les valeurs
entre les deux groupes. Un modele de régression linéaire mixte a été utilisé afin de
comparer 1’évolution de parametres sur 14 jours entre les deux groupes. La linéarité
de chaque distribution a préalablement été testée. Des modeles de régression linéaire
mixte ont été utilisés pour comparer 1'évolution de divers parametres sur 14 jours

entre les deux groupes. Chaque distribution a été testée pour la linéarité a 1'avance.
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Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide des logiciels SPSS 16.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY) et SAS Studio 3.5 (SAS Institute, Cary, NC). Le seuil de

signification pour toutes les analyses statistiques a été fixé a P <0,05.
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Mise en contexte: Cet article avait comme objectif de mesurer différents parametres
métaboliques de jeunes rats soumis a une diete riche en lipides. Pour ce faire, ils ont
été placés dans des chambres métaboliques mesurant les échanges gazeux, la
consommation de nourriture et d’eau, la rythmicité des repas, la dépensé calorique,
I’activité ambulatoire et le sommeil. Les taux de ghréline sanguins, ainsi que le poids
de divers dépots de gras viscéral ont ét€ mesurés a la fin du protocole de deux
semaines. Cette étude démontre des changements précoces dans 1’adiposité viscérale

et les habitudes alimentaires de jeunes rats en réponse a une diéte riche en lipides.
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5.1 Abstract

Information regarding the early effects of obesogenic diets on feeding patterns and
behaviors is limited. To improve knowledge regarding the etiology of obesity, young
male Wistar rats were submitted to high-fat (HFD) or regular chow (RCD) diets for
14 days. Various metabolic parameters were continuously measured using metabolic
chambers. Total weight gain was similar between groups, but heavier visceral fat
depots and reduced weight of livers were found in HFD rats. Total calorie intake was
increased while individual feeding bouts were shorter and of higher calorie intake in
response to HFD. Ambulatory activity and sleep duration were decreased in HFD rats
during passive and active phase, respectively. Acylated and unacylated ghrelin levels
were unaltered by the increased calorie intake and the early changes in body
composition. This indicates that at this early stage, the orexigenic signal did not adapt
to the high-calorie content of HFD. We hereby demonstrate that, although total
weight gain is not affected, a short-term obesogenic diet alters body' composition,
feeding patterns, satiation, ambulatory activity profiles and behaviours in a young rat
model. Moreover, this effect precedes changes in weight gain, obesity and ensuing

metabolic disorders.

Keywords: high fat diet, feeding patterns, calorie intake, ambulatory activity, sleep

patterns, adipose tissue
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5.2 Introduction

Obesity and ensuing metabolic dysfunctions are major issues for public health
authorities [1-3]. This is of particular concern in pediatric populations in Canada
where excess weight and obesity have reached the prevalence of 20% and 13%,
respectively [4]. Early adoption of detrimental behaviors such as overeating,
consumption of energy-dense foods, and lack of physical activity promote excessive
weight gain. This is likely to have a major impact in later life stages since 85% of
obese children become obese adults [5, 6]. Further, the initial mechanisms promoting
obesity and ensuing metabolic complications remain to be better characterized by
using dynamic experimental designs rather than classical static protocols. This
highlights the relevance of using animal models to characterize the early steps leading
to obesity and its evolution towards further pathological conditions. Obesogenic diets
greatly contribute to a positive energy balance and their fat content provides
approximately twice the caloric load of carbohydrates and proteins [7]. Beyond the
simple energy intake/expenditure equation, high-fat diets (HFD) are suspected to
promote the development of obesity through other indirect mechanisms. For instance,
prior to weight gain, a significant increase in total triglyceride levels was reported
after only 2 weeks in female rats submitted to HFD [8, 9]. This suggests that
important physiological changes can occur early in reéponse to HFD, and this can be

detected before significant increases in body weight.

Early effects of HFD include changes in critical behaviors such as feeding, physical
activity, and sleep. For instance, rats submitted to HFD for 8 weeks decreased their
physical activity levels by 28% [10]. In mice, obesogenic diets were also shown to
alter feeding behaviors and voluntary activity [11]. Independently of body weight
fluctuations, these observations imply potential impairments in the regulation of vital

functions such as appetite, satiation, satiety, energy utilization/storage, sleep, and
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voluntary activity [12]. It is reported that only one week of HFD is sufficient to alter
eating behaviors in adult mice [13]. Although these alterations are quickly reversed
after animals are resubmitted to a standard diet [14], the early effects of HFD could
negatively influence lipid and glucose homeostasis while triggering the onset of
obesity-related disorders in the long term. Similarly to what is reported in mice,
young rats are particularly sensitive to the dysregulation of some vital physiological
functions in response to HFD [15]. This emphasizes the important adverse

repercussions of an obesogenic diet in early life stages.

Critical changes in behaviors were previously noted in rats submitted to HFD for
different time periods. For instance, heat production was increased before changes in
weight gain, and energy intake could be detected in young rats submitted to HFD for
1 and 2 weeks [10]. Shorter feeding bouts of higher calorie content were observed
before changes in weight gain in young adult rats submitted to 5 weeks of HFD [16].
However, it is currently unknown whether these changes in feeding behaviors occur
earlier in response to HFD. Decreased ambulatory activity was observed after 8
weeks of HFD in adult rats [10]. Further, altered sleep patterns [17] and alternating
periods of food accessibility [18] are proposed to contribute to weight gain and
abdominal adiposity in rats. However, there is a critical gap of knowledge regarding
how ambulatory activity and sleep are modulated by obesogenic diets over time. A
lack of adaptation in the secretion of neuroendocrine orexigenic signals to calorie-
dense diets could explain these phenomena. In physiological conditions, ghrelin
levels raise in anticipation of a meal and decrease during the postprandial period [19].
However, postprandial acylated ghrelin (AG) levels also augment in response to
stress, overfeeding, and high-fructose or high-fat diets in animals or humans [20-23].
This could explain why satiation and satiety do not adapt in response to energy-dense

diets.



81

Most of the useful information on the etiology of obesity is derived from experiments
achieved on defined set points in adult rats. However, the bresent study intended to
characterize changes in behaviors with a dynamic model of analysis through
continuous non invasive monitoring in metabolic chambers. Such experimental
protocols were critical in investigating the synergy between diets, feeding and
behaviors as well as to determine their repercussions on the early steps leading to

obesity in young rats.

5.3 Materials and methods

5.3.1 Animal procedures

Young (100-125 g; approximately 4 weeks old) male Wistar rats (Charles River, St-
Constant, QC) were randomly submitted to HFD (n = 8) or regular chow (RCD; n = 8)
diets, ad libitum, after a 3-day acclimatization period at UQAM’s animal facility.
During the experimental procedures, rats were individually housed in metabolic
chambers (at 22 +£2°C) in Oxymax CLAMS (Columbus Instrumehts, OH, USA) for
14 days and submitted to a 12-hour light/dark cycle starting at 06:00. The Oxymax
CLAMS system allowed measuring food/water intakes, feeding patterns, energy
expenditure, ambulatory activity, and sleep profiles. Also, rats were individually
weighed daily at the same hour. Sacrifice was achieved after a 4-hour fast to
standardize the feeding status of each animal. Blood samples were then drawn from
the heart. Perirenal, epididymal, and subcutaneous fat pads were then collected and
weighed. This study was carried out in strict accordance with recommendations of the
National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals. The

protocol was approved by the Comité Institutionnel de Protection des Animaux
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(CIPA) of UQAM (Permit Number: 0515-R3-759-0516). All efforts were made to

minimize any potential discomfort to the animals.

5.3.2 Diets

The regular chow diet (Charles River Rodent Diet #5075, Cargill Animal Nutrition,
MN, USA) had a physiological fuel value (calculated using a modified Atwater factor)
of 2.89 kcal/lg and a macronutrient weight content of 55.2% carbohydrate
(65.6% kcal), 18% protein (21.4% kcal), and 4.5% fat (13% kcal). The high-fat diet
was prepared from purified food-grade reagents according to a commercial
formulation (D12492 diet, Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, USA). It had a
physiological fuel value of 4.80 kcal/g and a macronutrient weight content of 26.3%
carbohydrate (19.2% kcal), 26.2% protein (19% kcal) and 34.9% fat (61.8% kcal).
Protein sources were casein and L-cystine (98.5% and 1.5%, resp.) and lipid sources
were lard and soybean oil (90.7% and 9.3%, resp.) while carbohydrate sources were
maltodextrin and sucrose (64.5% and 35.5%, resp.). The diet also contained cellulose
(64.6 g/kg), calcium carbonate (7.1 g/kg), dicalcium phosphate (16.8 g/kg), potassium
citrate (21.3 g/kg), and choline bitartrate (2.6 g/kg) as well as mineral (12.9 g/kg) and
vitamin (12.9 g/kg) mixes (Table 1).

5.3.3 Metabolic chambers

The CLAMS system’s O, and CO, sensors were calibrated every second day in
accordance with the manufacturer’s instructions, as previously described [24].
Measurements of O, and CO, (mL/kg/hr) were achieved using open-circuit indirect
calorimetry system by calculating the difference between [O;] consumption and [CO;]
productio'n. Furthermore, the respiratory exchange ratio (RER), highlighting the
relative contributions of lipid and glucose oxidation, was calculated from the
aforementioned volumetric values ([CO,]/[O,]). Energy expenditure (kcal’/hr) was
estimated by the Oxymax CLAMS software using the following equation: energy
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expenditure = CV * [VO,], where CV (i.e., calorie value) = (3.815 + 1.232 * RER) [25,
26). For each metabolic chamber, the Oxymax CLAMS system used an individual
balance (PL1502E, Mettler Toledo, Switzerland) allowing accurate in situ monitoring
(20.01 g precision) of food intake and feeding bouts (weight and duration). Feeding
boufs were computed when the feeder’s balance was used for more than 10 s or more
than 0.1 g of food was ingested. Also, the system’s unique design optimally
minimized food spillage and foraging. Volumetric drinking (mL) was calculated
using the sipper tube technology. Energy balance (energy balance =daily calorie
intake — daily energy expenditure) was also calculated from aforementioned
parameters [27, 28]. Ambulatory activity was continuously assessed using infrared
photocells on the X and Z axis. It was calculated when the animal broke a series of
infrared beams in sequence, thus excluding stereotypy. Sleeping time was computed
when animals did not break a single infrared beam for more than 60's, as previously
described [29, 30]. All parameters were collected and analyzed using the Oxymax
CLAMS software and continuously monitored throughout the 14 days of the

experimental protocol.

5.3.4 Ghrelin assay

Collected blood was added to chilled EDTA Vacutainer tubes preloaded with 4-[2-
aminoethyl benzene] sulfonylfluoride (Alexis Biochemicals), then stored on ice.
Within 1 hour of collection, blood was centrifuged for 10 minutes at 2000 xg at 4°C.
After separation, 0.5 mL plasma was acidified with 100 L of 1 N HCI. Samples were
then stored at —20°C. Plasma acylated and unacylated ghrelin concentrations were
measured with a two-site sandwich ELISAs, as previously described [31]. Briefly,
plates (384-well Maxisorb; Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with-acyl-specific
antiserum (acylated) or affinity-purified C-terminal ghrelin antiserum (unacylated) at
1 g/mL overnight. After being blocked, the plate was washed and loaded with
25 L/well wetting/neutralization buffer (0.5 M phosphate buffer with 1% BSA, pH
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7.4) and 25 L/well ghrelin standards or unknown samples and incubated overnight at
4°C. The washed plate was incubated for 1 h with either a biotinylated C-terminal
ghrelin antiserum (acylated) or a biotinylated N-terminal des-acyl ghrelin-specific
monoclonal antiserum (unacylated) in blocking buffer, then for 30 min with
streptavidin-poly-HRP80 (RDI Fitzgerald, Concord, MA). The plate was detected
with the fluorescent substrate QuantaBlu (Pierce Thermo, Rockford, IL), and
fluorescence was read using a Victor2 Model 1420 (PerkinElmer, Waltham MA). All
unknowns were run in duplicate, and all samples for each admission of each rat were
run on the same plate. Standards were made up in acid/AEBSF-treated stripped
plasma. Percentage of acylation was calculated using the following formula:
100 * AG/(AG + UAG).

5.3.5 Statistical analyses

All values are presented as means + SD. Distribution normality was assessed using
the Shapiro-Wilk test. Unpaired Student’s t-tests were used to compare 14-day
average values between the two groups. Mixed linear regression models were used to
compare the evolution of various parameters over 14 days between the two groups.
Each distribution was tested for linearity beforehand. Statistical analyses were
performed using the SPSS 16.0 (IBM Corporation, Armonk, NY) and SAS Studio 3.5
(SAS Institute, Cary, NC) softwares. Significance for all statistical analyses was set at
P < 0.05.

5.4 Results

After submitting the animals to the different diets for 14 days, body weight gain (Fig.
1A) was similar in both groups and followed the same trend. However, significant

differences in organs and tissues were observed at the end of the 14-day period.
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Average liver weight was lower (P=0.001) while those of visceral perirenal (P=0.003)
and epididymal (P=0.004) fat pads were higher in HFD than in RCD rats (Fig. 1B).

On the other hand, the weight of subcutaneous fat pads was similar in both groups.

Average daily water and macronutrient intakes are shown in Table 2. Total protein
and water intakes were similar between both groups (P=0.771 and P=0.091,
respectively). Further, ingested carbohydrates (g/day; P<0.001) were significantly
higher in the RCD group. As expected, fat intake (g/day) was more important in the
HFD group (P<0.001). Calorie intakes (Fig. 2A-D) were significantly higher in the
HFD group over the total experimental protocol (P=0.001) and the resting (light)
phase (P=0.014) while no difference was detected during the active (dark) phase
(P=0.381). The number of feeding bouts was similar between HFD and RCD rats
(P=0.926; Fig. 2E). However, feeding bout duration was lower in HFD than in RCD
rats (P=0.030; Fig. 2F) and a significant group x time effect (P=0.005) was also
detected. It is also noteworthy that the weight of individual feeding bouts was similar
in both groups (P=0.663; Fig. 2G), thus HFD rats ingested significantly more calories
per bout than RCD rats (P<0.001; Fig. 2H), suggesting the alteration of mechanisms

regulating satiation.

Average energy expenditure was equivalent in both groups (HFD: 70.4 + 2.8 kcal/day
vs. RCD: 69.4 + 3.8 kcal/day; P=0.5; Fig. 3A). Further, energy expenditure was
significantly higher during the active phase for both groups. As expected, HFD rats
displayed lower respiratory exchange ratio (RER) values (HFD: 0.826 + 0.006 vs.
RCD: 0.975 + 0.012; P<0.001; Fig. 3B). Higher calorie intakes and similar energy
expenditure resulted in a more positive energy balance in the HFD group (P<0.001;
Fig. 3C).

There was a significant difference in ambulatory activity between HFD and RCD rats

during the active phase (P=0.039; Fig. 4B). However, this effect was not observed
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during the resting phase (P=0.582; Fig. 4A). Interestingly, over the progression of the
experimental procedures, ambulatory activity associated to the active phase decreased
in HFD while remaining stable in RCD rats. Percent sleeping time was significantly
lower in the HFD group (P<0.001; Fig. 4D) during the active phase but this effect
was not observed over the resting period (P=0.496; Fig. 4C). No difference in the
number of sleeping bouts was detected during the resting (P=0.069; Fig. 4E) or the
active (P=0.454; Fig. 4F) phases.

Acylated ghrelin plasma. concentrations were similar in both groups (HFD: 36.07 +
14.13 vs. RCD: 36.71 + 16.95 pg/mL; P=0.94; Fig. 5A). Further, no significant
difference could be observed between both groups in unacylated ghrelin levels (HFD:
878.30 £ 215.93 vs. RCD: 946.34 + 133.32 pg/mL; P=0.49; Fig. 5B) or percentage of
acylation (HFD: 4.01 + 1.59 vs. RCD: 3.67 + 1.40 %; P=0.68; Fig. 5C).

5.5 Discussion

In the present study, the use of metabolic chambers was critical to characterize how
young rats respond to HFD. To our knowledge, this is the first study that
simultaneously assessed metabolic and behavioral parameters continuously in a non
invasive manner over a 14-day period in young animals. Major findings of this study
are that reduced satiation, active phase ambulatory activity, and percent sleep time
occur before changes in weight gain in young rats submitted to HFD for a period of
only 14 days. This indicates that important changes in feeding and behaviors arise
early in the process leading to the excessive accumulation of fat in young growing
rats. In turn, if not promptly reverted, this could promote the development of obesity

and ensuing metabolic dysfunctions in later life stages.
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Similar overall weight gain was observed in HFD and RCD groups over the 14-day
experimental protocol. This finding is significant since short-term exposure to HFD
also yielded increases in calorie intakes and impairments in the regulation of satiation.
Further, these results were associated with reduced liver weight and increased mass of
visceral fat pads in animals fed with this obesogenic diet. This indicates that although
young rats submitted to HFD were still able to counteract excessive weight gains,
alterations in body composition occurred while the mass of visceral fat depots
simultaneously increased. The present results are in line with the equivalent weight
gain observed over a period of up to 3 weeks in Wistar rats submitted to HFD or
RCD [10]. Similar weight gains were also reported for the first 4 weeks of HFD in
young Sprague Dawley rats [16]. In contrast to what was observed in rat studies, only
one week of HFD was sufficient to promote significant changes in weight gain and
insulin resistance in aged C57BL6 female mice [32]. Also, reductions in liver weight
combined to an excessive accumulation of fat in hepatic tissues were reported in the
offspring of female rats submitted to HFD during pregnancy and lactation [33].
Further, the lower liver weight observed in response to the short-term HFD could be a
consequence of lower glycogen storége [34] or other uncharacterized mechanisms.
Data derived from the present study strongly indicate the importance of determining
the effects of HFD before weight gain occurs in young rats. Further, these results
shed the light on feeding patterns and behaviors that are influenced promptly by HFD
and that could have a major impact on the early alterations promoting the

development of obesity in younger populations.

In addition to the metabolic adaptations observed in response to an obesogenic diet,
the present results show that eating habits are altered by the short-term exposure to
HFD. Impairments in the regulation of timing and rhythmicity of feeding profiles are
associated to the development of obesity in rodents and humans [35]. In the present
study, the number of feeding bouts was the same between young rats submitted to

HFD or RCD. Over time, however, the duration of feeding bouts was reduced while
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calorie intakes became higher in HFD rats. This contradicts the previous assertion
that the development of obesity results from a reduction in meal numbers and an
increase in snacking events in rats submitted to a highly palatable cafeteria diet [36].
However, data derived from the present study show that HFD promotes the ingestion
of excessive amounts of calories before satiation can be reached. It is critical to
consider that afferent endocrine signals require approximately 20 minutes to be
secreted and integrated after feeding [37]. As previously reported, the regulation of
appetite and satiation is a complex process involving a plethora of neuroendocrine
signals derived from key organs and tissues such as the gastrointestinal tract and
adipose tissues. These signals are integrated by specific centers of the brain. In the
present study, no difference in AG or unacylated (UAG) ghrelin levels were detected.
This result is of particular interest when considering that AG induces a potent
orexigenic signal that acts primarily through its activation of neuropeptide Y (NPY)
and agouti-related protein (AgRP) neurons of the arcuate nucleus that are projecting
" to other centers responsible for the physiological control of food intake in the
hypothalamus [38—40]. Ghrelin was also reported to stimulate appetite by activating
hedonic centers in the brain [41]. In physiological conditions, AG levels are increased
in preprandial condition and decrease after the consumption of a meal [19]. However,
postprandial AG levels were also shown to increase in response to stress, overfeeding,
and high-fructose or high-fat diets in animals or humans [20-23,42,43]. This suggests
that AG’s orexigenic signal could be perpetuated when other neuroendocrine satiation
hormones should prevail, thus leading to exaggerated calorie intakes. On the long run,
ghrelin’s adipogenic effects [19, 44] could also promote the excessive accumulation
of lipids in different adipose tissues and liver [45, 46]. This could ultimately provoke

the onset of obesity-related diseases.

In this study, energy expenditure was found to be similar in both groups regardless of
the diet. Our results, obtained in response to a 14-day treatment period, are in line

with those of Furnes et al., indicating that no alteration of energy expenditure occurs
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in young Sprague Dawley rats submitted to a HFD or a RCD for 5, 17, and 33 weeks
[16]. In contrast, energy expenditure was significantly increased during the initial 2-
week period in adult Wistar rats submitted to HFD [10]. However, this increase was
transient and did not persist after the second week. As expected, lower RER values
were observed in HFD rats when compared to the RCD group. This confirms the
prompt metabolic shift towards lipid oxidation that takes place in young rats
submitted to HFD [10].

The present results show that the ambulatory activity decreases with time during the

| active phase in HFD rats while remaining stable in RCD rats. This is in line with data
obtained after 8 weeks of HFD in adult rats [10]. It is noteworthy that voluntary
physical activity was previously shown to counteract the effects of hyperphagia and
of an obesogenic diet in young and aged rats [12, 47]. In human adults prone to
obesity, it was suggested that increased spontaneous physical activity helps
preventing weight gain induced by overfeeding [48]. This is also supported by the
increased physical activity observed in normal-weight young adults submitted to
overfeeding for 56 days [49]. In addition, it was proposed that spontaneous physical
activity is a major predictor of weight gain in overfed humans [50]. This further
supports the hypothesis that over time, obesogenic diets increase weight gain by
promoting both high calorie intakes and sedentary behaviors. Finally, it has also been
shown that sleep deprivation can promote obesity in rodent models and humans [51].
Lower percent sleeping time was measured throughout the experiments using HFD in
our model, and the mechanisms underlying this effect remain to be elucidated.
Further, a steady decline in sleep quality was observed in both groups during the 14-
day period.



90

5.6 Conclusions

In conclusion, the present results show the pertinence of measuring key metabolic
‘parameters and behaviors in response to obesogenic diets in a young growing rat
model on a continuous basis. This study demonstrates that at a very early stage, HFD
alters key functions related to appetite, feeding behaviors, satiation, fat storage,
physical activity, metabolism, and sleep. It suggests that energy-dense HFD could
induce a vicious cycle that promotes higher calorie intake and sedentary behaviors,
two major risk factors for the development of obesity and ensuing metabolic
dysfunctions. Further, the results presented herein imply the existence of a transitory
state where young animals accumulate visceral adiposity while increases in weight
gain are not yet detectable in response to hypercaloric intakes. However, this
transitory state may only last between 2 and 4 weeks and could develop further into
obesity. We anticipate that the results derived from the present study could be applied
to elaborate novel interventions in nutrition and physical activity to circumvent
obesity and ensuing metabolic dysfunctions at an early stage in human pediatric
populations, thus opening up new avenues in human clinical and behavioral nutrition

research.
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5.10 Tables

Table 5.1: Ingredient composition of the high-fat diet (HFD)

Ingredient g/kg of diet
Casein 258.46
L-Cystine 3.88
Maltodextrin 161.54
Sucrose 88.91
Cellulose 64.62
Soybean Qil 32.31
Lard 316.62
Mineral Mix 12.92
DiCalcium Phosphate 16.80
Calcium Carbonate 7.11
Potassium Citrate 21.32
Vitamin Mix 12.92

Choline Bitartrate 2.58




Table 5.2 : Average daily food and water intake over a 14-day period

101

Diurnal Nocturnal

RCD HFD P RCD HFD p
Food Intake (g/day) 952+324 597+130 .012 1847 +4.11 1355+0.87 .011
Carbohydrate Intake (g/day) 526+1.79 1.57+034 <.001 1020227 3561023 <.001
Protein Intake (g/day) 1.71£058 1.56+034 541 332+£0.74 3.55+023 424
Fat Intake (g/day) 043+0.15 208+046 <.001 083+0.19 4731030 <.001
Water Intake (mL/day) 834+345 6.14+1.68 .128 2432+£397 20.03+5.05 .079

Means + SD; Bold indicates significant difference between the two groups at the

P<0.05 level
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5.12 Figure legends

Figure 5.1 Body weight evolution (A) and average weights for livers, perirenal,
epididymal, and subcutaneous abdominal fat pads (B) in young rats submitted to
HFD or RCD for 14 days. Results are presented as means + SD; * indicates
significant difference between the two diets (P<0.05) using an unpaired Student’s ¢

test.

Figure 5.2 Total (A-B), resting phase (C) and active phase (D) calorie intake; number
of daily feeding bouts (E), average feeding bout duration (F) and weight (G) as well
as calories per feeding bout (H) in young rats submitted to HFD or RCD for 14 days.
Results are presented as means + SD; * indicates significant difference between the
two groups (P<0.05) and § indicates significant difference from nocturnal value at the
P<0.05 level using an unpaired Student’s ¢ test.; ** indicates significant difference
between the two groups (P<0.05) and T indicates a significant group x time effect

(P<0.05) using a mixed linear regression test.

Figure 5.3 Energy expenditure (A) respiratory exchange ratio (RER) (B) and total
energy balance (C) values in young rats submitted to HFD or RCD for 14 days.
Results are presented as means + SD; * indicates significant difference between the
two groups (P<0.05) and § indicates significant difference from nocturnal value at the
P<0.05 level using an unpaired Student’s ¢ test.; ** indicates significant difference

between the two groups (P<0.05) using a mixed linear regression test

Figure 5.4 Resting phase (A) and active phase (B) ambulatory activity; resting phase
(C) and active phase (D) percent sleeping time; resting phase (E) and active phase (F)
sleeping bouts in young rats submitted to HFD or RCD for 14 days. Results are
presented as means + SD; ** indicates significant difference between the two groups

(P<0.05) using a mixed linear regression test.
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Figure 5.5 Acylated ghrelin (A) and unacylated ghrelin (B) plasma concentrations as
well as percentage of acylation (C) in young rats submitted to HFD or RCD for 14

days. Results are presented as means + SD.
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ALTERED LIPID METABOLISM IMPAIRS SKELETAL MUSCLE FORCE IN
YOUNG RATS SUBMITTED TO A SHORT-TERM HIGH-FAT DIET
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Nickolas Auclair, Jocelyne Mercier, Blandine Secco, Luciane Magri Tomaz, Gilles
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Statut : Publié

Journal : Frontiers in Physiology

Mise en contexte: Cet article avait comme objectif de mesurer les effets a court
terme d’une di¢te riche en lipides sur les fonctions musculaires de jeunes rats. Pour ce
faire, un muscle oxydatif (soléaire) et un muscle glycolytique (EDL) ont été analysés.
Premiérement, la force de contraction spécifique a été mesurée ex vivo a ’aide d’un
appareil de contractilité. Ensuite, 1’analyse du type de fibres musculaires ainsi que de
leur aire transversale respective a été effectuée, tout comme la mesure du nombre et
de la taille de gouttelettes lipidiques intramyocellulaires. De plus, le contenu de
plusieurs protéines impliquées dans la signalisation de I’insuline a été mesuré, tout

comme 1’expression de génes impliqués dans le métabolisme des lipides.
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6.1 Abstract

Obesity and ensuing disorders are increasingly prevalent in young populations.
Prolonged exposure to high-fat diets (HFD) and excessive lipid accumulation were
recently suggested to impair skeletal muscle functions in rodents. We aimed to
determine the effects of a short-term HFD on skeletal muscle function in young rats.
Young male Wistar rats (100-125 g) were fed HFD or a regular chow diet (RCD) for
14 days. Specific force, resistance to fatigue and recovery were tested in extensor
digitorum longus (EDL; glycolytic) and soleus (SOL; oxidative) muscles using an ex
vivo muscle contractility system. Muscle fiber typing and insulin signaling were
analyzed while intramyocellular lipid droplets (LD) were characterized. Expression
of key markers of lipid metabolism was also measured. Weight gain was similar for
both groups. Specific force was decreased in SOL, but not in EDL of HFD rats.
Muscle resistance to fatigue and force recovery were not altered in response to the
diets. Similarly, muscle fiber type distribution and insulin signaling were not
influenced by HFD. On the other hand, percent area and average size of
intramyocellular LDs were significantly increased in the SOL of HFD rats. These
effects were consistent with the increased expression of several mediators of lipid
metabolism in the SOL muscle. A short-term HFD impairs specific force and alters
lipid metabolism in SOL, but not EDL muscles of young rats. This indicates the
importance of clarifying the early mechanisms through which lipid metabolism
affects skeletal muscle functions in response to obesogenic diets in young

populations.

Keywords: high-fat diet, young rats, muscle contractility, lipid droplets, muscle
fibers
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6.2 Introduction

There are growing concerns regarding the increased prevalence of obesity and
ensuing metabolic disorders in young populations (Lobstein et al., 2004). Obese
children are highly at risk of developing juvenile insulin resistance (Ong et al., 2004;
Huang et al., 2011), type 2 diabetes (Pulgaron and Delamater, 2014) and other health
conditions that will deteriorate in later stages of life (Reilly and Kelly, 2011). Poor
diet quality and sedentarity are leading causes of childhood obesity (Emmett and
Jones, 2015) and the excessive uptake of dietary fats amplifies this phenomenon
(McGloin et al., 2002). Under obesogenic conditions, lipids accumulate in adipose
tissue as well as in various tissues and organs, such as the liver and skeletal muscles

(Tomlinson et al., 2016).

Long-term exposure to obesogenic diets was shown to cause atrophy in different leg
muscles in middle-aged mice (Lee et al., 2015). This was also associated to a shift in
skeletal muscle fiber type distribution. In mice, an obesogenic diet altered skeletal
muscle fiber type distribution toward a glycolytic phenotype in the soleus (Denies et
al., 2014) while the opposite effect was observed in the quadriceps (de Wilde et al.,
2008). Hence, 12 weeks of HFD significantly changed the composition of fast-twitch
fibers and decreased muscle force in adult mice (Eshima et al., 2017). Contractile
properties of both fast and slow twitch muscles were also impaired in response to
changes in fiber types after only 5 weeks of HFD in mice (Ciapaite et al., 2015). In
rats, intramyocellular lipid accumulation and shifts in fiber type distribution occurred
after 10 weeks of HFD (Kaneko et al., 2011). Interestingly, a significant increase in
intramuscular lipids was noted in response to 2 days of HFD in the red portion of
oxidative muscles and after 3—4 days in the white section of glycolytic muscles in
young male rats (Bonen et al., 2015). Excessive intramuscular lipid accumulation is
also proposed as an important mechanism promoting insulin resistance in the skeletal

muscle (Putti et al., 2016). Altogether, this strongly suggests that the onset and
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development of intramyocellular lipid infiltration, fiber phenotype remodeling,
alteration of contractile properties and insulin resistance follow different timelines in
response to HFD in the skeletal muscle. It also appears that the rate at which the
deleterious effects of HFD occur and progress is faster in a young population. This
notion is paramount, since the early development of obesity-related dysfunctions in
children and teenagers is likely to worsen in later stages of life (Guo and Chumlea,
1999; Harris et al., 2006). Hence, the impact of obesogenic diets on the alteration of
skeletal muscle functions remains ill-defined in young populations submitted to
obesogenic diets. Therefore, the present study intended to unravel the effects of a
short-term (14 days) HFD on contractile properties, fiber phenotype, insulin signaling
and lipid metabolism in oxidative (soleus; SOL) and glycolytic (extensor digitorum
longus: EDL) skeletal muscles (Delp and Duan, 1996) of young rats. Thus, we
hypothesized that a short-term exposure to an obesogenic diet promotes
intramyocellular lipid accumulation and insulin resistance while decreasing force

production and altering fiber type distribution in SOL and EDL muscles.

6.3 Materials and methods

6.3.1 Animal procedures

This study was carried out in strict accordance with recommendations of the National
Institutes of Health guide for thé care and use of Laboratory animals. Before
undergoing the experimental work, the protocol was abproved by the Comité
Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) of UQAM (Permit Number: 0515-
R3-759-0516). After a 3-day acclimatization period a't UQAM'’s animal facility,
young (100-125 g; ~4 weeks old) male Wistar rats (Charles River, Canada) were
randomly allocated to regular chow (RCD; n = 8) or HFD (n = 8) diets for 14 days.
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Animals were given free access to food and water and submitted to a 12-h light/dark
cycle (6 to 18 h). Rats were individually weighed daily at the same time-period.
Sacrifices were performed after a 4 h fast to standardize the feeding status of each
animal. In different sets of experiments, skeletal muscles (SOL and EDL) from both
legs were collected for assessment of fiber phenotyping, intramyocellular lipid
characterization, insulin signaling and gene expression. For the muscle contractility
experiments, EDL and SOL muscles were surgically harvested from the left leg for

each animal.

6.3.2 Diets

The high fat diet (HFD) was prepared from purified food-grade reagents according to
a commercial formulation (D12492 diet, Research Diets Inc., New Brunswick, NJ,
United States) as previously reported (Andrich et al., 2018). It had a physiological
fuel value (calculated using a modified Atwater factor) of 20.09 kJ/g (4.80 kcal/g)
and a macronutrient weight content of 26.3% carbohydrate (19.2% kJ), 26.2% protein
(19% kJ) and 34.9% fat (61.8% kJ). The regular chow diet (Charles River Rodent
Diet # 5075, Cargill Animal Nutrition, United States) had a physiological fuel value
of 12.09 kJ/g (2.89 kcal/g) and a macronutrient weight content of 55.2% carbohydrate
(65.6% kJ), 18% protein (21.4% kJ) and 4.5% fat (13% kJ).

6.3.3 Muscle contractility

The contractility apparatus (1205A, Aurora Scientific, Aurora, ON, Canada) was
adjusted before each experiment using calibration weights (10, 20, and 50 g). Rats
were anesthetized with isoflurane (induction: 4% and maintenance: 2%) at 1 1/min of
0,. The ex vivo skeletal muscle contractility protocol was adapted from Lynch et al.
(2001). A surgical silk suture (size 3.0) was tied to each tendon while preserving the
muscle’s integrity. The muscle was mounted betwéen two platinum electrodes in a

muscle bath containing 50 ml of Krebs solution that was maintained at a temperature
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of 30°C and constantly bubbled with 95% O, and 5% CO; and where, using the silk
threads, one end of the muscle tendon was attached to the apparatus and the other end
was attached to the servomotor. After a 15 min thermal equilibration period, the
length at which maximal force (g) is produced was determined by gradual length
adjustments while submitting the muscle to 5 Hz stimulations. Once this optimal
length (Lo) was obtained, it was continuously used throughout the experiments. After
15 min of rest, the contractility protocol was initiated by stimulating the muscle at 5,
10, 30, 50, 75, 100, 120, and 150 Hz for 600 ms at each frequency with a 2 min pause
between each contraction. After this force-frequency protocol, muscles were rested
for 3 min. The fatigue protocol was then initiated by stimulating the EDL (50 Hz) and
SOL (75 Hz) muscles every 2 s over a 3 min period. The time necessary to decrease
the initial force by 50% was defined as fatigue resistance. After the end of the fatigue
period, muscles rested for 3 min before undergoing the recovery protocol. This was
performed by submitting the EDL (50 Hz) and SOL (75 Hz) to stimulations every 90
s over a period of 30 min. All variables were calculated using the DMC software
(Aurora Scientific, Aurora, ON, Canada) by measuring force, the time between the
- initiation of the contraction and the maximal force produced (time to maximum) as
well as the time necessary to reach 50% of the maximal force (half relaxation time).
Once stimulations were completed muscles were carefully cleaned, dried and
weighed. Specific force (N/cm?) was obtained by dividing the muscle force (g) and
gravitational acceleration (9.81 m/s®) product by the estimated muscle cross-sectional
area (CSA). The latter was calculated by dividing the muscle’s weight (g) by the
product of the muscle density (1.06 mg/mm™) and muscle length (Ly).

6.3.4 Muscle fiber phenotype

To categorize muscle fibers, EDL and SOL muscles (right leg) were collected and
cleaned of all adipose and connective tissues. A slice of each muscle’s entire middle

belly was mounted in tragacanth gum on a cork disk, frozen in liquid nitrogen-cooled
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isopentane and stored at -80°C until further use. Muscle cross-sections (8 pum) were
cut using a CM1950 cryostat (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany), at -18°C and
mounted on lysine slides (Superfrost, Thermo Fisher Scientific). Sections were then
immunolabeled for the different myosin heavy chains (MHC) as previously described
(Goodman et al., 2011). Cross-sections of each muscle sample were immunolabeled
for MHC type I, Ila, IIb (cocktail 1), or IIx (cocktail 2), left to reach room
temperature, rehydrated with PBS (pH 7.2), blocked using goat serum (10% in PBS)
and incubated with the primary antibody cocktail for 1 h. Cross-sections were then
washed (3 x) with PBS, incubated with the secondary antibody cocktail for 1 h,
washed (3 x) with PBS and cover slipped with an antifade liquid mountant (ProLong
Gold, Invitrogen, P36930). Primary and secondary antibodies as well as their
respective concentration were used as described earlier (Gouspillou et al., 2014).
Primary antibodies used for cocktail 1 were: mouse IgG2b monoclonal anti-MHC
type I (BA-F8, 1:25), mouse IgGl monoclonal anti-MHC type Ila (SC-71, 1:200),
mouse IgM monoclonal anti-MHC type IIb (BF-F3, 1:200), and rabbit IgG polyclonal
anti-laminin (Sigma 19393, 1:750). Primary antibodies used for cocktail 2 were:
mouse IgM monoclonal anti-type IIx MHC (6H1, 1:25) and rabbit IgG polyclonal
anti-laminin. Secondary antibodies used for cocktail 1 were: Alexa Fluor 350 IgG2b
(y2b) goat anti-mouse (Invitrogen, A-21140, 1:500), Alexa Fluor 594 IgG1 (y1) goat
anti-mouse (Invitrogen, A-21125, 1:100), Alexa Fluor 488 IgM goat anti-mouse
(Invitrogen, A-21042, 1:500) and Alexa Fluor 488 IgG goat anti-rabbit (A-11008,
1:500). Secondary antibodies used for cocktail 2 were: Alexa Fluor 488 IgM goat
anti-mouse and Alexa Fluor 488 IgG goat anti-rabbit. All primary antibodies
targeting MHCs were purchased from the Developmental Studies Hybridoma Bank
(DSHB, University of Iowa, IA, United States).
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6.3.5 Western blotting

Insulin receptor signaling was measured following an insulin challenge in rats. After
a 6 h fast (from 6 to 12 h), rats were anesthetised and administered with 38 pl/kg
insulin (Humulin, Lilly, Canada). After 5 min, SOL and EDL muscles were quickly
collected and weighed as previously described (Caron et al., 2017). Briefly, muscle
tissues were homogenized in a buffer (S0 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM EDTA, 10 mM
sodium pyrophosphate, 10 mM sodium glycerophosphate, 40 mM NaCl, 50 mM NaF,
2 mM sodium orthovanadate, 1% Triton-X 100, with one tablet of Roche EDTA-free
protease inhibitor per 25 ml solution) supplemented with 1% sodium deoxycholate
and 0.1% sodium lauryl sulfate. Proteins were extracted and Bradford assays were
performed to quantify protein levels. Samples were loaded on 4-12% NuPAGE
precast gels or 10% Tris-Glycine Gels (Life Technologies). Proteins were transferred
to PVDF membranes blocked in 5% milk diluted in PBS-Tween and incubated
overnight with their primary antibody at 4°C. The following antibodies were used:
IRS-1 (Cell Signaling Technology, 2382, dilution 1:1000), Akt (Cell Signaling
Technology, 4691, dilution 1:1000), phospho-AKT S473 (Cell Signaling Technology,
9271, dilution 1:1000), S6 (Cell Signaling Technology, 2217, dilution 1:2500),
phospho-S6 S240/244 (Cell Signaling Technology, 5364, dilution 1:1000) and
secondary antibodies were purchased from Cell Signaling Technology (7076S and
7074S) and diluted 1:5000. Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent
(RPN2106) was used for imaging.

6.3.6 Lipid content

To characterize intramyocellular lipid content in muscles a fluorescent marker of
neutral lipids, HCS LipidTOX Green Neutral Lipid Stain (Thermo Fisher, H34475)
was used. Muscle cross-sections were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA; Sigma-
Aldrich, P6148) for 20 min then washed three times in PBS before being incubated
with 0.275 pl/ml DAPI in PBS solution (Thermo Fisher, D3571) for 5 min. After
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three additional PBS washes samples were incubated for 30 min in a solution
containing 1 pl/ml of HCS LipidTOX in PBS. After three further washes with PBS,
cross-sections were cover slipped with DABCO (100 mg/ml PBS/ml glycerol with
added sodium azide). Imaging was promptly performed.

6.3.7 Slide imaging & image analysis

Sections were imaged on a Nikon TE300 Microscope (Nikon Corporation, Tokyo,
Japan) at UQAM'’s imaging facility. Frames for analysis using the ImageJ software
(NIH, United States) were randomly sampled across each muscle section. For muscle
fiber type distribution, 400 individual fibers were traced on average. Fiber cross-
sectional area and MHC type(s) were determined for each individual fiber. For lipid
content, an average of 170 fibers were analyzed per cross-section. The number of
lipid droplet (LD) per muscle fiber, % of fiber area covered by lipids and LD cross-
sectional area (CSA) were measured. Lipid droplets with a CSA larger than 0.2 umz

were considered as large lipid droplets.

6.3.8 RT-gPCR

Samples were incubated in RNAlater (Ambion) and stored at -20°C for later use.
Muscles (15-60 mg) were homogenized in 1 ml of TRIzol Reagent (Ambion) with a
TissueLyser II homogenizer (QIAGEN) and extracted according to the
manufacturer’s instructions. Samples were further processed using the PureLink RNA
Mini Kit (Ambion) and contaminating DNA was removed via DNase on-column
digestion. RNA concentrations and purity were determined by the ratio of absorbance
at 260 and 280 nm (BioDrop). RNA integrity was evaluated by visualization of intact
18S and 28S RNA bands following agarose gel electrophoresis. SuperScript VILO
Master Mix (Invitrogen) was used to synthesize cDNA with 1 pg of RNA per 20 pl
reaction. Real-time PCR reactions were performed in triplicate using 384-well plates
in the QuantStudio 6 system (Life Technologies) with SYBR Select Master Mix kit
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(Applied Biosystems). Reaction conditions consisted of 2 pl of a 1:10 cDNA dilution
* and 0.3 pM primers in a final volume of 10 pl. The following cycling protocol was
used: 2 min at 50°C, 2 min at 95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 15 s at
58°C, and 1 min at 72°C. The reaction’s specificity was verified with a melting curve
analysis. Negative RT controls and no template controls (NTC) were included in the
PCR runs. Reference genes were identified by running a TagMan Array Rat
Endogenous Control Plates (Applied Biosystems) with 3 samples for each group. Out
of the 22 genes, the four with the best gene expression stability (Expression Suite,
Applied Biosystems) were selected for normalization: PUM1, PGK1, PSMC4, and
RPLSO for the EDL and PGK1, RPL30, PPIB, and PUMI1 for the SOL. Primers used
(Table 1) were designed using Primer-BLAST (NCBI). A standard curve obtained by
scalar dilution of a cDNA pool was generated to verify PCR efficiency. Normalized
and relative amounts of mRNA were calculated using the gbase+ (Biogazelle)
software and presented as the fold change of the HFD group compared to the RCD
group using the AACT method.

6.3.9 Statistical analyses

Sample sizes were calculated as recommended (Charan and Kantharia, 2013) using
data from previously published studies as well as our own pilot studies using power
set at 0.8 (80%) and significance set at P < 0.05. All values are presented as means *
SD, except where specified. Distributions’ normality was assessed using the Shapiro-
Wilk test. Two-tailed unpaired Student’s t-tests were used to compare values between
the two groups. Mann-Whitney U tests were used to compare values between both
groups when data did not meet assumptions of parametric testing. Statistical analyses
were performed using the SPSS 16.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, United States)
and SAS Studio 3.5 (SAS Institute, Cary, NC, United States) softwares.
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6.4 Results

As previously reported by our group, no difference in body weight was noted
between HFD and RCD rats (Andrich et al., 2018). Further, the muscle weight and
CSA of the EDL and SOL muscles were similar in both groups (Table 2).
Contractility tests showed a significant decrease in specific force production for the
SOL muscle of rats submitted to HFD (P = 0.014; Figure 1A). Force production of
the EDL was similar for both groups (P = 0.125; Figure 1B). The obesogenic diet did
not induce any difference in resistance to fatigue (Figure 1C), muscle recovery to
fatigue (Figure 1D), maximum contraction (Figure 1E) and half relaxation time
(Figure 1F) for EDL and SOL muscles in young rats. This indicates that contraction
and relaxation rates were unaltered by HFD and both oxidative and glycolytic
muscles maintained their distinct contraction profiles. The mass of EDL and SOL

muscles was also similar in both groups (Figure 1G).

Areas (Figures 2A,B) and the proportion (Figures 2C-F) of different fiber types were
similar for both SOL and EDL muscles in HFD and RCD groups, indicating that
decrease in specific force observed in SOL is not due to a shift in muscle fiber type

distribution.

In response to the diets, levels of insulin receptor signaling mediators IRS-1, AKT,
phospho-AKT, S6 and phospho-S6 were not modulated in the EDL or SOL muscles
(Figures 3A—C). This indicates that insulin receptor signaling was unaffected by the

obesogenic diet after 2 weeks.

In HFD rats, average LD numbers per muscle fiber were not changed in SOL or EDL
muscles (Figure 4A). However, the average size of LDs (cross-sectional area; CSA)
was significantly larger in SOL muscles of HFD rats (P = 0.015; Figures 4B,E-H) but

this effect was not detected in EDL muscles. Further, large LDs were found in higher
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proportion in SOL (P = 0.024; Figure 4C) but not EDL (P = 0.024; Figure 4C)
muscles of HFD rats. Percent LD area per fiber was similar in SOL and EDL muscles
for both treatment groups (Figure 4D). Overall, these results suggest that larger LDs

impair force production mechanisms in SOL muscles of rats treated with HFD.

In SOL muscles (Figure 5A), the expression of CD36 (~68%; P < 0.001), CEBPB
(~56%; P = 0.006), DGAT1 (~74%; P < 0.001), DGAT2 (~84%; P = 0.002), LPL
(~38%; P = 0.020), and PPARG (~43%; P = 0.002) genes was significantly
increased in HFD rats. In turn, the expression of CD36 (~72%; P < 0.001) and
DGATI1 (~33%; P = 0.004) was also higher in EDL muscles of the HFD group
(Figure 5B). This indicates that the transcription of genes involved in adipogenic
maturation (PPARy and C/EBPp), intracellular lipid uptake (CD36), triacylglycerol
synthesis (DGAT1 and DGAT2) and extracellular lipolysis (LPL) is upregulated in

response to a short-term HFD in SOL muscles.

6.5 Discussion

The present study intended to clarify the effects of a short-term 14 days HFD on a
host of functions in oxidative and glycolytic skeletal muscles. The major findings are
that, in response to the short-term HFD, oxidative SOL muscles' produced
significantly less specific force and had larger intramyocellular LDs. Further, the
expression of key mediators of lipid metabolism involved in adipogenic maturation,
intracellular lipid uptake, triacylglycerol synthesis and extracellular lipolysis is
upregulated in SOL muscles of HFD rats. However, only the expression of CD36 and
DGAT1 was upregulated in the EDL. Consequently, it appears that modifications in
the intrinsic nature of LDs impair the contractile force in a skeletal muscle with

oxidative properties. It is noteworthy that these effects even precede alterations in
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skeletal muscle fiber type distribution and insulin receptor signaling. Thus, to our
knowledge and relevant to the originality of the present work, no other studies
integrating mechanistic and functional muscle physiology, such as specific force,
resistance to fatigue and recovery, fiber phenotyping, insulin receptor signaling, LD
characterization and the expression of several mediators of lipid metabolism in young

rats subjected to a HFD for only 14 days have been identified.

The present results show that skeletal muscle fiber type distribution is not affected by
a short-term HFD in young rats. This was primarily investigated since maximal
specific force is largely dependent of fiber type distribution (Eddinger and Moss,
1987; Ranatunga and Thomas, 1990) and myosin heavy chain content in the skeletal
muscle (Geiger et al.,, 2000). It was previously suggested that obesogenic diets
decrease force by inducing a remodeling of skeletal muscle fibers (Ciapaite et al.,
2015; Lee et al., 2015; Eshima et al., 2017). However, our results are supported by
the fact that impairments in SOL specific force were not associated with changes in
fiber typing in mice submitted to 5 weeks of HFD (Ciapaite et al, 2015).
Interestingly, the same group observed changes in lipid composition and
mitochondrial functions in EDL, but not in SOL. Our results show that larger LDs
were observed in SOL, but not in EDL muscles; these discrepancies could be
explained by differences in the experimental model, namely by the age and the
species tested. Further, we have recently reported that 14 days of HFD significantly
increase palmitic acid utilization while altering the expression of genes involved in
the regulation of mitochondrial dynamics in both oxidative and glycolytic muscles of
young rats (Leduc-Gaudet et al., 2018). Interestingly our results obtained with the
same model show a decline in ambulatory activity in response to the short-term HFD
(Andrich et al., 2018). This suggests that in response to obesogenic diets, skeletal
muscle impairments could play a role in the etiology of sedentary behaviors in young
rats. Otherwise, impairments in specific skeletal muscle force have been mainly

observed after submitting rodents to HFD for longer time periods (Lee et al., 2015;
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Eshima et al., 2017). On the other hand, the role of intramyocellular lipids in
muscular force was previously suggested in young and elderly human subjects, in
which force production of the vastus lateralis negatively correlated with
intramuscular lipids measured by MRI (Hioki et al., 2016). Similarly, using biopsies
from elderly obese or normal-weight participants, altered contractile functions were
observed in single muscle fibers containing high levels of intramyocellular lipids
(Choi et al., 2016). It is noteworthy that other co-factors should be considered when
investigating skeletal muscle functions in elderly populations. Indeed, collagen
accumulations decrease muscle elasticity (Kragstrup et al., 2011) and motor unit array
compression (Yoshida et al., 2012) and these factors are suggested to be main
contributors promoting impairments in muscle quality in aged individuals. Such age-
related alterations of skeletal muscle parameters can be excluded in the present study.
However, skeletal muscle alterations would likely be amplified in aged rats
chronically submitted to HFD. Hence, this emphasizes the important role of enhanced
intramyocellular lipid accumulation in the impairment of force production in SOL

muscles of young individuals.

Another potential mechanism through which muscular force can be impaired involves
delayed myoplasmic calcium clearance (Summermatter et al., 2012). This effect was
observed in response to PGCla overexpression in mice and was associated with
reduced maximal force, increased resistance to fatigue and fiber type remodeling in
the EDL muscle. The overexpression of PGCla also promoted a fiber-type switch
from a glycolytic toward a more oxidative phenotype in mice (Lin et al., 2002). In
line with our previous work (Leduc-Gaudet et al., 2018), we could not observe any
difference in the expression of PGCla, suggesting that mitochondrial biogenesis is
not altered in SOL or EDL muscles in response to our short-term HFD.
Overexpression of PPARy was also observed in the SOL muscle. This factor is a key
player in adipocyte differentiation and metabolism; it has been suggested as a

promoter of insulin resistance under a high fat diet via its role in adipocyte
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hypertrophy (Kubota et al., 1999), although its role differs in skeletal muscle
(Kintscher and Law, 2005). The expression of C/EBPP was also positively modulated
in SOL muscles of HFD rats. However, the increased C/EBPP expression in
leukocyte-derived RNA samples were previously associated with increased muscle
strength in humans (Harries et al., 2012) and enhanced satellite self-renewal leading
to muscle regeneration in mice (Lala-Tabbert et al., 2016). Conversely, C/EBPB is
also involved in the process through which pre-adipocytes are differentiated toward a
mature adipocyte phenotype (Tanaka et al., 1997). Thus, it is appealing to postulate
that the modulatory effect of C/EBPP on skeletal muscle force could be indirect, via
its adipogenic effects or capacity to promote cell differentiation. Based on the present
results, this hypothesis should be validated primarily in oxidative muscles since the
expression of C/EBPPB was only positively modulated in SOL muscles of rats
submitted to HFD.

In response to HFD, intramyocellular lipid accumulation is highly muscle-dependent.
Although it is still debatable in mouse models, rat SOL muscles are more prone to
accumulate excessive amounts of intramuscular lipids (Shortreed et al., 2009; Kaneko
et al., 2011; Campbell et al., 2015; Ciapaite et al., 2015; Komiya et al., 2017). The
method used here to measure lipid droplets excluded both intermuscular and myocyte
membrane areas. We determined that in rat SOL muscles submitted to HFD, LDs are
larger but their number is not increased. Intramyocellular LDs are an important
energy substrate pool for B-oxidation in the exercising skeletal muscle, especially in
the oxidative type I fibers (van Loon et al.; 2003). However, large LDs are not as
efficient as smaller droplets for lipid mobilization and turnover, having more of a
storage function (Murphy, 2002). Indeed, smaller LDs provide a larger surface area-
to-volume ratio, thus favoring lipolysis (Mak, 2012). Intramyocellular lipid
accumulation has previously been linked to altered muscle force in mice,
independently of mitochondrial oxidative phosphorylation and fiber type (Nunes et
al., 2012). The same study hypothesized that large lipid droplets could mechanically
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impair contraction in the muscle filaments. Further, a mathematical modeling
framework simulating intramuscular fat vaccumulation also suggested mechanical
alterations of the muscle as being responsible for diminished force (Rahemi et al.,
2015). Indeed, intramuscular lipid could increase the stiffness of the base-material
properties affecting fiber shortening and lateral expansion. As mentioned earlier,
largér lipid droplets are more prone to induce structural changes leading to these
mechanical alterations. Additional characterization of intermyocellular lipid droplets
size, number and distribution could add weight to this hypothesis. In the present study,
we also observed increased expression of LPL, CD36, DGAT1 and DGAT?2. These
factors play a critical role in lipid metabolism in the skeletal muscle. For instance,
upregulation of LPL could promote the hydrolysis of extracellular triacylglycerol
(TAG) into non-esterified fatty acids (NEFA) (Wang and Eckel, 2009). Higher CD36
expression could also stimulate intracellular uptake of NEFA while DGAT1 and
DGAT?2 would potentiate their re-esterification into TAG as well as their storage in
LDs (Jeong et al., 2012). Mediators of intracellular lipid transport, TAG synthesis,
LD formation, stabilization and lipolysis appear as attractive targets to clarify the

present results and they will require more attention in further studies.

The present results suggest that the effects of HFD on SOL muscle specific force are
not mediated through impairments of insulin receptor signaling. This is supported by
the observation that the development of insulin resistance and impaired glucose
transport are delayed in response to early lipid accumulations in rat skeletal muscle
(Bonen et al., 2015). However, the association between intramyocellular lipid
accumulation and insulin resistance is well-documented (Phillips et al., 1996; Pan et
al., 1997). Hence, it was suggested that LD size in the subsarcolemmal space has a
méjor incidence on the onset of insulin resistance in humans (Nielsen et al., 2017).
Also, it was recently suggested that impaired insulin resistance would not occur in
response to increased myocellular lipid contents but rather to larger LDs. Other

alterations in lipid metabolism, fatty acid oxidation, lipid storage as well as in the
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activity of LD coat proteins could also have a greater incidence on insulin resistance
than absolute lipid levels per se (Bosma, 2016). It is likely that young rats display
greater metabolic flexibility than older animals and, therefore, a 14-day HFD

treatment is too short to induce insulin resistance.

Results presented herein demonstrate that a short-term high fat diet alters specific
force in SOL muscles of young rats. This effect cannot be attributed to a remodeling
of the muscle fiber phenotype or to impairments in insulin receptor signaling. Further,
2 weeks of HFD induced significant increases in LD size in SOL muscles. This
suggests the existence of a causal link between larger LDs and the reduction of
specific force in oxidative skeletal muscles. Further studies are needed to clarify the
role of distinct lipid species and their trafficking as mediators of LD formation and
stabilization, mitochondrial functions, oxidative stress and inflammation in the

regulation of skeletal muscle functions in young growing rats.
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6.12 Tables

Table 6.1: Primers used for quantitative real-time PCR

137

Gene

Forward/reverse primers

ACCa (ACACA)
ACSS2

a-actinin-3 (ACTN3)
CD36

C/EBPo. (CEBPA)
C/EBPf (CEBPB)
DGATI1

DGAT2

aP2 (FABP4)

FAS (FASN)
GLUT4 (SLCéA4)
LPL

MYLI

Myogenin (MYOG)
PGK1

PPARy (PPARG)

PGC-1a (PPARGC1A)

PPIB

PSMC4

GAAGTGACTGACTCCAGGACAG
GGTCTTTGGTCACATACGGAGT

ACTTGGCGACAAAGTTGCTTTT
TCTGAACACCCTGTTTACGGAG

TTCAACCACTTTGACCGGAAGC
TGGTCATGATCCGAGCAAACTC

GCCAGCTAGAAAAATAGAAGCACT

CATTTCTGCTTTCTCATCGCCG

GCCAAGAAGTCGGTGGATAAGA
TTGTCACTGGTCAACTCCAACA

‘CTGAGCGACGAGTACAAGATGC
CTTCTTCTGCAGCCGCTCGTTC

ACATTTCAGATTGAGAAGCGCC
GGAACCCACTGGAGTGATAGAC

CCAAGAAAGGTGGCAGGAGAT
CCATGGGGATGGTATCCAAAGA

CCCCAGATGACAGGAAAGTGAA
GCCTTTCATGACACATTCCACC

CTGGCCATGGTTTTAAGGGATG
GAGAAGGCCACAAAGTAGTCCA

TGGTCTCGGTGCTCTTAGTAGA
ATAACTCATGGATGGAACCCGC

GAAAGCCGGAGAGACTCAGAAA
TGTTGGTTTGTCCAGTGTCAGC

ACTCCAATGGCTGCATCAACTA
CAAGCTGGTGTTGACAGTTAGC

GCCGGTGGTACCCAGTGAA
GATGGACGTAAGGGAGTGCAG

AACAAGCTGACTTTGGACAAGC
AGCAGCCTTGATCCTTTGGTTA

GAAGAGCCTTCAAACTCCCTCA
GCTTCAATCGGATGGTTCTTCG

AGAGTCACCAAATGACCCCAAG
TTGGCTTTATGAGGAGGAGTCG

ACAGGAGAGAAAGGATTTGGCTA
CGCTCACCATAGATGCTCTTTC

GCTCTACAAGCAGATTGGCATC
TCTGAACAAACTCTGAGCCCAC
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Pumilio homolog 1 (PUM1)
60S ribosomal protein L30 (RPL30)

SLC27A4

GAACACCAGGTGCGCTCTAT
CCTTTTGGTCCATCTTTGCTGG

TGGCTGCAAAGAAGACGAAAAA
AACCAATTTCGCTTTGCCTTGT

CACTCAGCAGGAAACATTGTGG
GGCAAAGCTCACCAATGTACTG




Table 6.2: Biometric parameters of RCD and HFD rats.

RCD

HFD

Body Weight Day 1 (g) 152.69 + 19.33
Body Weight Day 14 (g)  295.03 £ 25.02
Body Weight Gain (g) 142.34 + 14.94

SOL Weight (mg) 128.00 + 4.81
EDL Weight (mg) 123.11 +£10.59
SOL CSA (mm?) 4.49 +0.43
EDL CSA (mm?) 3.89 + 0.58

156.77 £ 18.79
290.60 £ 12.04
133.83 £11.27
131.15 £12.88
128.54 £6.72
4.95 +5.90
4.39 £ 045

.686
.666
241
533
242
102
079

Means + SD. RCD: regular chow diet; HFD: high fat diet
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6.14 Figure legends

Figure 6.1 Skeletal muscle specific force of SOL (A) ahd EDL (B) muscles of young
rats submitted to HFD or RCD for 14 days. Fatigue resistance (C), force recovery (D),
time to maximum contraction (E), half relaxation time (F), and muscle mass (G) of
the SOL and EDL muscles are shown. Unpaired Student’s t-tests were used to
compare values between both groups. Results are presented as means + SD forn =

8; *indicates significant difference between the two groups (P < 0.05).

Figure 6.2 Cross-sectional areas of different fiber types in the SOL (A) and
EDL (B) muscles of young rats submitted to HFD or RCD for 14 days. Fiber type
proportions in the SOL (C) and EDL (D) muscles are shown. In situ immunolabeling
of a SOL (E) and EDL (F) muscle cross-section for myosin heavy chains type I (blue),
IIa (red), IIb (green), and IIx (black) are shown. Unpaired Student’s t-tests were used
to compare values between both groups. Results are presented as means + SD for n =
6~7. Scale bar: 100 um.

Figure 6.3 Western blot showing the expression of insulin signaling proteins in
oxidative (SOL) and glycolytic (EDL) skeletal muscles of young rats submitted to 14
days of HFD or RCD (A). Blots were cropped for display. Quantification of IRS-1,
Total Akt, phospho-Akt, Total S6, and phospho-S6 protein contents (normalized for
their corresponding ponceau stain intensities) are shown in SOL (B) and
EDL (C) muscles. Mann-Whitney U tests were used to compare values between both

groups. Results are presented as means + SEM for n = 4

Figure 6.4 Number of lipid droplets per fiber of SOL and EDL muscles of young rats
submitted to HFD or RCD for 14 days (A). Average droplet cross-sectional area (B),
percentage of large droplets (C) as well as percentage of fiber area covered by lipid

droplets (D) in SOL and EDL muscles are shown. In situ fluorescent staining of lipid
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droplets in SOL muscles of HFD (E) and RCD (F) rats as well as in EDL muscles of
HFD (G) and RCD (H) rats. Unpaired Student’s t-tests were used to compare values
between both groups. Results are presénted as means = SD for n = 5-7; *indicates

significant difference between the two groups (P < 0.05). Scale bar: 20 pum.

Figure 6.5 Expression levels of genes implicated in lipid and muscle metabolisms in
the SOL (A) and EDL (B) muscles of young rats submitted to HFD or RCD for 14
days are shown. Results are presented as mean fold change + SD of the HFD group
compared to the RCD group using the AACT method forn = 15; *indicates

significant difference between the two groups (P < 0.05).
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CHAPITRE VII

A SHORT-TERM HIGH FAT DIET ALTERS GLUTATHIONE LEVELS IN
OXIDATIVE SKELETAL MUSCLES OF YOUNG RATS

Auteurs : David E. Andrich, Lilya Melbouci, Ya Ou, Nickolas Auclair, Jocelyne
Mercier, Jean-Christophe Grenier, Luis B. Barreiro, Jean-Claude Lavoie, Gilles

Gouspillou, Gawiyou Danialou, Alain-Steve Comtois, David H. St-Pierre
Statut : Soumis pour publication au moment du dépdt final

Mise en contexte: Cet article avait comme objectif de mesurer les effets a court
terme d’une diete riche en lipides sur le stress oxydant et I’inflammation dans le
muscle oxydatif de jeunes rats. Pour ce faire, les quantités de glutathion réduit (GSH)
et de disulfure de glutathion (forme oxydée; GSSG) ont été mesurées dans le muscle
soléaire. De plus, afin de déterminer si la biogeneése du glutathion était altérée,
I’expression de plusieurs génes a été évaluée a I’aide du séquencage de I’ ARN (RNA-
'Seq). L’expression génique de plusieurs protéines impliquées dans les processus

d’inflammation et de stress oxydant a aussi été mesurée.
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7.1 Abstract

BACKGROUND: Obesity and ensuing disorders are increasingly prevalent
worldwide. High-fat diets (HFD) and diet-induced obesity have been shown to induce
oxidative stress and inflammation while altering metabolic homeostasis in many
organs, including the skeletal muscle. We previously observed that 14 days of HFD
impairs contractile functions of the soleus (SOL) oxidative skeletal muscle. However,
the mechanisms underlying these effects are not clarified. OBJECTIVE: To
determine the effects of a short-term HFD on skeletal muscle glutathione metabolism
in young rats. METHODS: Young male Wistar rats (100-125 g) were fed HFD or a
regular chow diet (RCD) for 14 days. Reduced (GSH) and disulfide (GSSG)
glutathione levels were measured in the SOL. The expression of genes involved in the
regulation of glutathione metabolism, oxidative stress, antioxidant defence and
inflammation were measured by RNA-Seq. RESULTS: We observed a significant
25% decrease of GSH levels in the SOL muscle. Levels of GSSG and the
GSH:GSSG ratio were similar in both groups. Further, we observed a 4.5 fold
increase in the expression of pro-inflammatory cytokine interleukin 6 (IL-6), but not
of other cytokines ‘or markers of inflammation and oxidative stress.
CONCLUSIONS: A short-term HFD significantly lowers SOL muscle GSH levels.
This effect could be mediated through the increased expression of IL-6. Further, the
skeletal muscle antioxidant defence could be impaired under cellular stress. We
surmise that these early alterations could contribute to HFD-induced insulin

resistance observed in longer protocols.

Keywords: high fat diet, young rat model, glutathione, oxidative stress, inflammation,

gene expression
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7.2 Introduction

Obesity has become a major health, social and economic burden worldwide [1]. This
is particularly concerning among children, since the prevalence of obesity and
overweightness in this age group has risen by nearly 10% in the last 4 decades [2].
Indeed, the risk of carrying excess weight into adulthood and of developing morbid
obesity is much greater among obese children and adolescents [3]. Overweight
children are also more at risk of developing obesity related diseases like type 2

diabetes and the metabolic syndrome in later stages of life [4].

Sedentarity and poor diet quality are known as two main contributors to obesity, as
calorie-rich diets promote a positive energy balance leading to weight gain. Obesity
increases the risk of developing a large number of cardiometabolic disorders [5].
Strong evidence shows that sub-chronic inflammation and oxidative stress are two of
the main contributors for the pathogenesis of metabolic dysfunctions in the obese
state [6]. Long known to cause excess lipid accumulation [7], high-fat diets (HFD)
have also been shown to stimulate the production of reactive oxygen species (ROS),
thus leading to oxidative stress {8]. It appears as though HFD-stimulated excess ROS
production can precede observable weight gain and insulin resistance [9], indicating
that oxidative stress might be a result of the diet itself, and not a consequence of
excess lipid accumulation. Further, HFD induces inflammation and oxidative stress in
the skeletal muscle of rodents [10, 11]. Beyond its role in locomotion and posture
maintenance, skeletal muscle is a key player in the regulation of metabolic
homeostasis [12]. In fact, skeletal muscle insulin resistance is considered as the
primary cause of type 2 diabetes [13]. Skeletal muscle dysfunctions can be induced
by oxidative stress in type 2 diabetes patients [14, 15], highlighting its role in the
pathogenesis' of the disease [16]. Further, 6 weeks of HFD has been shown to
decrease reduced glutathione (GSH) levels, an important antioxidant, in the

gastrocnemius of 8-week old Sprague-Dawley rats [17]. After a similar exposure to
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HFD, higher glutathione disulfide (GSSG) levels and a lower GSH:GSSG ratio were
also observed in the gastrocnemius muscle of 18-week old rats [18]. However, the
rate at which the onset of such alterations occurs remains to be elucidated. It was
previously shown that glutathione levels are more prone to undergo HFD-induced
alterations in oxidative muscle [19]. Therefore, this study aimed to investigate the
effects of a short-term (14 days) HFD on glutathione metabolism in the soleus muscle
of young rats. To do so, we measured glutathione levels as well as gene expression of
known factors regulating glutathione metabolism, oxidative stress and inflammation.
Thus, we hypothesized that a short-term exposure to an obesogenic diet alters
glutathione production and redox potential while inducing oxidative stress and

inflammation in the soleus muscle.

7.3 Materials and methods

7.3.1 Animal procedures

After a 3-day acclimatization period at UQAM’s animal facility, young (100-125 g;
approximately 4 weeks old) male Wistar rats (Charles River, St-Constant, QC,
Canada) were randomly fed with a regular chow diet (RCD; n = 13-15) or HFD (n =
13-15) for 14 days and submitted to a 12-hour light/dark cycle starting at 06:00.
Animals were given ad libitum access to the diets and water throughout the
experimental protocol. Sacrifice was achieved after a 4h fast to standardize the
feeding status of each animal. The soleus (SOL) muscle of both legs was collected for
glutathione determination and RNA extraction. This study was carried out in strict
accordance with recommendations of the National Institutes of Health guide for the
care and use of laboratory animals. The protocol was approved by the Comité

Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) of UQAM (Permit Number: 0515-
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R3-759-0516). All efforts were made to minimize any potential discomfort to the

animals.

7.3.2 Diets

Physiological fuel values were calculated from modified Atwater factors (3.5 kcal/g
carbohydrate; 3.5 kcal/g protein; 8.5 kcal/g fat). The high fat diet was prepared from
purified food-grade reagents according to a commercial formulation (D12492 diet,
Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, USA). It had a macronutrient weight
content of 26.3% carbohydrate (19.2% kcal), 26.2% protein (19% kcal) and 34.9% fat
(61.8% kcal) and a physiological fuel value of 4.80 kcal/g. Carbohydrate sources
were maltodextrin and sucrose (64.5% and 35.5%, respectively), protein sources were
casein and L—cystine (98.5% and 1.5% respectively) while lipid sources were lard and
soybean oil (90.7% and 9.3% respectively). The diet also contained cellulose (64.6
g/kg), calcium carbonate (7.1 g/kg), dicalcium phosphate (16.8 g/kg), potassium
citrate (21.3 g/kg) and choline bitartrate (2.6 g/kg) as well as mineral (12.9 g/kg) and
vitamin (12.9 g/kg) mixes. The regular chow diet (Charles River Rodent Diet # 5075,
Cargill Animal Nutrition, MN, USA) had a macronutrient weight content of 55.2%
carbohydrate (65.6% kcal), 18% protein (21.4% kcal) and 4.5% fat (13% kcal) and a
physiological fuel value of 2.89 kcal/g.

7.3.3 Glutathione measurements

Immediately after collection, 0.25 g of SOL muscle was homogenized (2 x 10 s with
Polytron Teador; Biospec Products Inc, Dremel-Racine, WI) in 1.25 ml of iced and
freshly prepared 5% (w/v) metaphosphoric acid (Fisher A280-100) and centrifuged
for 3 min at 7200 g. Pellets and supernatants were kept at —80 °C until protein and
glutathione determinations, respectively. Reduced glutathione (GSH) and glutathione
disulfide (GSSG) were quantified by capillary (75-um x 50-cm silica) electrophoresis
(75 mM boric acid and 25 mM Bis-Tris, pH 8.4, 28°C, 18 kV) as described
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previously [20]. The redox potential was defined as the half-cell reduction potential
of the GSSG (2H'/2GSH couple) and calculated by using the Nernst equation (25 °C,
pH 7.0) [21].

7.3.4 RNA extraction

Collected tissue samples were stored in RN Alater stabilization solution (Ambion) and
stored at -20 °C for later use. Fifteen to 60 mg of tissue per sample was homogenized
in 1 ml of TRIzol Reagent (Ambion) with a TissueLyserIl homogenizer (Qiagen) and
extracted according to the manufacturer’s instructions. Samples were further
processed using the PureLink RNA Mini Kit (Ambion) and contaminating DNA was
removed via DNase on-column digestion. A BioDrop spectrophotometer was used to
determine RNA concentrations and the ratio of absorbance at 260 nm and 280 nm
used to assess purity. RNA integrity was evaluated by visualization of intact 18S and
28S RNA bands following agarose gel electrophoresis. SuperScript VILO Master
Mix (Invitrogen) was used to synthesize cDNA with 1 pg of RNA per 20 pL reaction.

7.3.5 RNA sequencing

RNA sequencing methodology was adapted from Pai et al. [22]. Briefly, libraries
were prepared using the Illumina TruSeq protocol. Once prepared, indexed cDNA
libraries were pooled (6 libraries per pool) in equimolar amounts and the majority
were sequenced with single-end 101bp reads on the Illumina HiSeq4000. Low quality
score bases and adaptor sequences were first trimmed using Trim Galore (version
0.2.7). The resulting reads were then mapped to a genome reference sequence
(Ensembl Rnor_6.0 release 81) with STAR (version 2.4.2) using the 1-pass protocol.
The number of mismatches allowed for the pairs was of 5 and a soft-clipping step that
optimizes alignment scores was automatically applied by the STAR software. Read
counting on each gene was done with HTseq (version 0.6.1p1) which was launched

separately on each alignment file with the intersection-nonempty option, supported
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by SAMtools (version 0.1.19) using the same gene reference file as for the

alignments.

7.3.6 Statistical analyses

All values are presented as means * SD, except where noted. Normality was assessed
using the Shapiro-Wilk test. Unpaired Student’s ¢ tests were used to compare values
betweeri the two groups. Statistical analyses were performed using the SPSS 16.0
(IBM Corporation, Armonk, NY) software. For RNA-Seq analyses, the DESeq2
(version 1.18.1) software was used to identify genes with a significantly different
expression in the HF group. A FDR-adjusted p-value < 0.10, corresponding to the
treatment variable, and an absolute fold change of mean expression level greater than
1.5 was required to qualify a gene as significantly differently expressed [23].
Significance for all other statistical analyses was set at P<0.05

7.4 Results

As previously reported [24], we found no significant difference in body weight
between both groups (data not shown). We observed significantly lower total
glutathione levels in the soleus muscle of the HFD group (P=0.046; Fig. 1A) which
was largely due to the significant 25% decrease of GSH levels (P=0.042; Fig. 1B).
However, we did not find any difference in GSSG levels (P=0.722; Fig. 1C),
GSH:GSSG ratio (P=0.693; Fig. 2A) or glutathione redox potential (P=0.534; Fig.
2B).

When looking at gene expression levels, we did not find any significant differences in
glutathione metabolism enzymes glutamate cysteine ligase catalytic subunit (GCLC;

adjusted P=0.865), glutamate cysteine ligase modifier subunit (GCLM; adjusted
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P=0.800), glutathione synthase (GSS; adjusted P=0.984), methionine synthase (MTR;
adjusted P=0.917), glutathione reductase (GSR; adjusted P=0.978), y-
glutamyltransferase-7 (GGT7; adjusted P=0.248) or the Nrf2 transcription factor
(NFE2L2; adjusted P=0.990; Fig. 3A). Further, we did not find any differences in
major antioxidant enzymes glutathione peroxidase (GPX; adjusted P=0.912), catalase
(CAT; adjusted P=0.399) or mitochondrial superoxide dismutase (SOD2; adjusted
P=0.600; Fig. 3B).

We observed a significant 4.5 fold increase in the expression of interleukin 6 (IL6;
adjusted P=0.05) in the HFD group, but not of its receptor (IL6R; adjusted P=0.913)
or of any other interleukins or their respective receptor (adjusted P>0.902; Fig. 4A).
Expression levels were also similar for the cytokine transforming growth factor f
(TGFB; adjusted P>0.579; Fig. 4B) superfamily genes. Moreover, we did not observe
any difference in the gene expression levels of NF-xB (NFKB; adjusted P>0.801; Fig.
5A) protein complex members or NADPH oxidase isoforms (NOX; adjusted P>0.801;
Fig. 5B) between both groups.

7.5 Discussion

The present study intended to clarify the effects of a short-term HFD on the
mechanisms regulating glutathione metabolism, the development of oxidative stress
and inflammation in the soleus (SOL) muscle of young rats. To our knowledge, the
present results are first to demonstrate reduced glutathione levels after such a short
exposure to HFD. After measuring the expression levels of a host of enzymes
involved in the regulation of glutathione metabolism, results indicate that this
decrease in GSH is not due to an alteration in de novo synthesis or GSSG recycling

via GSR. Further, a significant increase in the expression of the pro-inflammatory
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cytokine interleukin 6 (IL-6) suggests that the SOL muscle has already initiated the
first steps towards developing an inflamed state. These alterations precede any
observable weight gain, but this mechanism is highly susceptible to contribute to the
onset of impaired SOL contractile functions and insulin signaling [9], which could
ultimately lead to the development of type 2 diabetes [25] as well as other metabolic
disorders [26].

Multiple studies have previously reported HFD-induced altered GSH or GSSG levels
or ratio in rodent skeletal muscle [11, 17, 19, 27-29]. However, the expression of both
GCL subunits (the rate-limiting enzymes in the de novo synthesis of GSH), or of
GSR (catalyzing the reduction of GSSG into GSH) was not altered, as previously
reported in mice liver [30]. In the latter study, a diet supplemented with serine, a
cysteine precursor, was shown to counteract the alterations in GSH production and
the development of oxidative stress induced by a HFD in hepatic tissues. This is of
great interest, since cysteine availability is the rate-limiting factor of cellular GSH
synthesis [31]. As shown in previous work [24], our HFD formulation is
supplemented with L-cystine, the oxidised dimer form of cysteine. Therefore, we
conclude that reduced glutathione levels observed in this study were not a
consequence of decreased cysteine availability caused by a lack of nutritional intake,
as L-cystine supplementation was previously shown to stimulate GSH production
[32]. In that same study, using the same diet and protocol, we observed significantly
lighter livers in HFD rats [24]. Glutathione levels are at their hjghest in liver (where it
is primarily synthesized), which also plays an important role in glutathione inter-
organ homeostasis [33]. However, it appears hepatic GSH needs to reach extreme
depletion before it can affect skeletal muscle GSH concentrations [34]. On the other
hand, a more recent study hypothesized that skeletal muscle glutamine levels could
influence hepatic GSH production in the presence of oxidative stress [35]. Thus,
HFD-modulated interactions between liver and skeletal muscle glutathione

metabolism need to be clarified.
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As GSH reduces hydrogen peroxide (H;O;) through GPX, the levels of GSSG, a
product of that reaction, rise. Under cellular stress, GSH levels drop as GSSG
accumulates in the cell, although it can also react with the free sulfhydryl group of a
protein to form a mixed disulfide or be transported out of the cell [31]. Hence, the
GSH:GSSG ratio is a good indicator of cellular oxidative stress [36]. We did not
observe any significant HFD-induced changes in GSSG levels or in the GSH:GSSG
ratio. This, combined with the lack of difference in the expression of major
antioxidant enzymes GPX, CAT and MnSOD or in various isoforms of NADPH
oxidase, a superoxide precursor, would suggest that the soleus muscle is not under
cellular stress, yet. This would confirm earlier findings from our group that showed
no increase in ROS production from permeabilized soleus muscle fibers in rats
submitted to the same 14-day HFD [37]. Nonetheless, in vivo measurements of H,O,
and malondialdehyde (MDA), a product of lipid peroxidation and widely used marker
of oxidative stress [38], could provide further confirmation of these observations. The
present results do not show any difference in the glutathione redox potential as
calculated by the Nernst equation. However, this equation’s validity as an indicator of
cellular redox potential is currently debated in the literature, as it appears the redox
potential is highly dependent of GSH, but not GSSG levels [39]. Moreover, further
evidence points toward the redox potential depending predominantly on kinetics per
se, rather than thermodynamic constraints [40]. Thus, it is appealing to postulate that,
under exercise-induced physical stress and accelerated ROS production [41], the SOL
antioxidant defence system will be compromised in HFD rats due to significantly
lower GSH levels. Measurements of skeletal muscle glutathione levels following an

exercise bout could confirm this hypothesis.

The secondary finding of this study is the 4.5 fold increase in the gene expression of
pro-inflammatory cytokine IL-6, which has previously been shown to be increased in
the obese state [42] and diminished after weight loss [43]. Co-incidence of elevated

IL-6 and lower GSH levels were previously reported [44] while obesogenic diets
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were shown to induce both of these effects in mice [45] and rats [46]. In individuals
with type 2 diabetes, increased IL-6 levels have been suspected as a cause of lowered
GSH levels [47]. In mice, IL-6 was associated with glutathione depletion in the
skeletal muscle, a mechanism possibly involving increased cysteine catabolism [48].
Further, IL-6 has been shown to promote GSH release, but not production, from the
liver into blood [49]. It remains to be seen if such a phenomenon could occur in the
skeletal muscle. Furthermore, GSH has been shown to inhibit IL-6 production in
patients with liver cirrhosis [S0]. Induced GSH depletion has also been demonstrated
to inhibit T helper cell Tp1 response in favour of T,2 response, which is responsible
for IL-6 production [51]. Thus, elevated IL-6 expression could also be consequential
to low GSH levels. On the other hand, we did not observe a different expression of
the IL-33 gene in the HFD group, which stimulates the production of Ty2-associated
cytokines [52]. In both groups, we also found similar gene expression of other pro-
inflammatory cytokines of the interleukin-1 superfamily, including IL-1p, whose
expression has been shown to be stimulated by HFD in the vas.tus lateralis muscle of
rats [53]. In light of those results, it seems appropriate to recommend that the
underlying mechanisms of glutathione and interleukin interactions should be further

investigated in future studies.

In order to better assess the inflammatory status of the SOL muscle, the expression of
TGF-B cytokine superfamily isoforms was also considered, as it was reported to
decrease GSH levels in multiple cell types, in vitro [54], possibly via the suppression
of GCLC expression [55]. Further, HFD was shown to induce a rise in TGF-f levels
in both rats and mice [56, 57]. We could not, however, observe similar results after
submitting young rats to a 2-week HFD. Therefore, we cannot postulate that TGF-p
influences glutathione metabolism at this early stage. Lastly, no alteration in the
expression levels of NF-xB was noted in the present study. NF-xB is a major
mediator of the inflammation cascade and its activation can be either stimulated or

inhibited by GHS, depending on the tissue of interest and the experimental model



158

[58]. Increased NF-xB phosphorylation was also observed in the gastrocnemius
muscle of rats after 16 weeks of HFD [59]. We could not, however, detect any
difference in the expression of NF-xB between HFD and RCD rats after two weeks.

7.6 Conclusions

Results presented in this study demonstrate that a short-term high fat diet induces
lower GSH levels in the SOL muscle of young rats. This effect can neither be
attributed to a decrease in the expression of glutathione synthesis-implicated enzymes
nor to observable oxidative stress. However, decreased GSH levels suggest a
potentially altered antioxidant defence system. Moreover, 2 weeks of HFD induced a
significant increase in IL-6 gene expression, which suggests its interaction with
skeletal muscle glutathione metabolism. We surmise that those early alterations in
response to a HFD participate to impairments in SOL contractile functions in young
rats. Further studies are needed to better clarify the mechanisms (including the role of
the liver and IL-6) underlying the reduction of GSH levels observed in the SOL
muscle of young rats submitted to a short-term HFD. However, the present animal
results indicate that glutathione metabolism could also be promptly altered in humans
submitted to obesogenic diets and this could lead to impairments in contractile

functions in skeletal muscles.



159

7.7 Acknowledgements

All authors have approved the final article

David H St-Pierre is funded by a NSERC Discovery Grant #418509-2012 and his
salary support is provided by a FQRS Chercheur Boursier Junior 1 Award.

7.8 Conflict of interest

The authors declare no conflict of interest



160

7.9 References

1. Hruby A, Hu FB. The Epidemiology of Obesity: A Big Picture.
Pharmacoeconomics. 2015 Jul; 33(7): 673-89.

2. Rao DP, Kropac E, Do MT, Roberts KC, Jayaraman GC. Childhood overweight
and obesity trends in Canada. Health Promot Chronic Dis Prev Can. 2016 Sep; 36(9):
194-8. '

3. The NS, Suchindran C, North KE, Popkin BM, Gordon-Larsen P. Association of
adolescent obesity with risk of severe obesity in adulthood. JAMA. 2010 Nov 10;
304(18): 2042-7.

4. Biro FM, Wien M. Childhood obesity and adult morbidities. Am J Clin Nutr. 2010
May; 91(5): 1499S-505S.

5. Head GA. Cardiovascular and metabolic consequences of obesity. Front Physiol.
2015; 632.

6. Galassetti P. Inflammation and oxidative stress in obesity, metabolic syndrome,

and diabetes. Exp Diabetes Res. 2012; 2012943706.

7. Peckham SC, Entenman C, Carroll HW. The influence of a hypercalric diet on
gross body and adipose tissue composition in the rat. J Nutr. 1962 Jun; 77187-97.

8. Auberval N, Dal S, Bietiger W, Pinget M, Jeandidier N, Maillard-Pedracini E, et al.
Metabolic and oxidative stress markers in Wistar rats after 2 months on a high-fat diet.

Diabetol Metab Syndr. 2014; 6130.



161

9. Matsuzawa-Nagata N, Takamura T, Ando H, Nakamura S, Kurita S, Misu H, et al.
Increased .oxidative stress precedes the onset of high-fat diet-induced insulin

resistance and obesity. Metabolism. 2008 Aug; 57(8): 1071-7.

10. Yokota T, Kinugawa S, Hirabayashi K, Matsushima S, Inoue N, Ohta Y, et al.
Oxidative stress in skeletal muscle impairs mitochondrial respiration and limits
exercise capacity in type 2 diabetic mice. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2009 Sep;
297(3): H1069-77.

11. Gortan Cappellari G, Zanetti M, Semolic A, Vinci P, Ruozi G, Falcione A, et al.
Unacylated Ghrelin Reduces Skeletal Muscle Reactive Oxygen Species Generation
and Inflammation and Prevents High-Fat Diet-Induced Hyperglycemia and Whole-
Body Insulin Resistance in Rodents. Diabetes. 2016 Apr; 65(4): 874-86.

12. Frontera WR, Ochala J. Skeletal muscle: a brief review of structure and function.
Calcif Tissue Int. 2015 Mar; 96(3): 183-95.

13. DeFronzo RA, Tripathy D. Skeletal muscle insulin resistance is the primary
defect in type 2 diabetes. Diabetes Care. 2009 Nov; 32 Suppl 2S157-63.

14. Diaz-Morales N, Rovira-Llopis S, Escribano-Lopez I, Banuls C, Lopez-
Domenech S, Falcon R, et al. Role of Oxidative Stress and Mitochondrial
Dysfunction in Skeletal Muscle in Type 2 Diabetic Patients. Curr Pharm Des. 2016;
22(18): 2650-6. '

15. Tsutsui H, Kinugawa S, Matsushima S, Yokota T. Oxidative stress in cardiac and
skeletal muscle dysfunction associated with diabetes mellitus. J Clin Biochem Nutr.
2011 Jan; 48(1): 68-71.



162

16. Giacco F, Brownlee M. Oxidative stress and diabetic complications. Circ Res.
2010 Oct 29; 107(9): 1058-70.

17. Anderson EJ, Lustig ME, Boyle KE, Woodlief TL, Kane DA, Lin CT, et al.
Mitochondrial H202 emission and cellular redox state link excess fat intake to insulin
resistance in both rodents and humans. J Clin Invest. 2009 Mar; 119(3): 573-81.

18. Fisher-Wellman KH, Gilliam LA, Lin CT, Cathey BL, Lark DS, Neufer PD.
Mitochondrial glutathione depletion reveals a novel role for the pyruvate
dehydrogenase complex as a key H202-emitting source under conditions of nutrient

overload. Free Radic Biol Med. 2013 Dec; 651201-8.

19. Pinho RA, Sepa-Kishi DM, Bikopoulos G, Wu MV, Uthayakumar A, Mohasses
A, et al. High-fat diet induces skeletal muscle oxidative stress in a fiber type-

dependent manner in rats. Free Radic Biol Med. 2017 Sep; 110381-9.

20. Lavoie JC, Rouleau T, Tsopmo A, Friel J, Chessex P. Influence of lung oxidant
and antioxidant status on alveolarization: role of light-exposed total parenteral

nutrition. Free Radic Biol Med. 2008 Sep 01; 45(5): 572-7.

21. Turcot V, Rouleau T, Tsopmo A, Germain N, Potvin L, Nuyt AM, et al. Long-
term impact of an antioxidant-deficient neonatal diet on lipid and glucose metabolism.

Free Radic Biol Med. 2009 Aug 01; 47(3): 275-82.

22. Pai AA, Baharian G, Page Sabourin A, Brinkworth JF, Nedelec Y, Foley JW, et al.
Widespread Shortening of 3' Untranslated Regions and Increased Exon Inclusion Are
Evolutionarily Conserved Features of Innate Immune Responses to Infection. PLoS

Genet. 2016 Sep; 12(9): e1006338.



163

23. Love MI, Huber W, Anders S. Moderated estimation of fold change and
dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biol. 2014; 15(12): 550.

24. Andrich DE, Melbouci L, Ou Y, Leduc-Gaudet JP, Chabot F, Lalonde F, et al.
Altered Feeding Behaviors and Adiposity Precede Observable Weight Gain in Young
Rats Submitted to a Short-Term High-Fat Diet. J Nutr Metab. 2018; 2018.

25. Wang Y, Wang PY, Qin LQ, Davaasambuu G, Kaneko T, Xu J, et al. The
development of diabetes mellitus in Wistar rats kept on a high-fat/low-carbohydrate
diet for long periods. Endocrine. 2003 Nov; 22(2): 85-92.

26. Lumeng CN, Saltiel AR. Inflammatory links between obesity and metabolic
disease. J Clin Invest. 2011 Jun; 121(6): 2111-7.

27. Yuzefovych LV, Musiyenko SI, Wilson GL, Rachek LI. Mitochondrial DNA
damage and dysfunction, and oxidative stress are associated with endoplasmic
reticulum stress, protein degradation and apoptosis in high fat diet-induced insulin
resistance mice. PLoS One. 2013; 8(1): e54059.

28. Espinosa A, Campos C, Diaz-Vegas A, Galgani JE, Juretic N, Osorio-Fuentealba
C, et al. Insulin-dependent H202 production is higher in muscle fibers of mice fed
with a high-fat diet. Int J Mol Sci. 2013 Jul 29; 14(8): 15740-54.

29. Ritchie IR, Dyck DJ. Rapid loss of adiponectin-stimulated fatty acid oxidation in
skeletal muscle of rats fed a high fat diet is not due to altered muscle redox state.

PLoS One. 2012; 7(12): €52193.

30. Zhou X, He L, Zuo S, Zhang Y, Wan D, Long C, et al. Serine prevented high-fat
diet-induced oxidative stress by activating AMPK and epigenetically modulating the



164

expression of glutathione synthesis-related genes. Biochim Biophys Acta. 2018 Feb;
1864(2): 488-98.

31. Lu SC. Glutathione synthesis. Biochim Biophys Acta. 2013 May; 1830(5): 3143-
53,

32. Yin J, Ren W, Yang G, Duan J, Huang X, Fang R, et al. L-Cysteine metabolism
and its nutritional implications. Mol Nutr Food Res. 2016 Jan; 60(1): 134-46.

33. Ookhtens M, Kaplowitz N. Role of the liver in interorgan homeostasis of
glutathione and cyst(e)ine. Semin Liver Dis. 1998; 18(4): 313-29.

34. Burk RF, Hill KE. Reduced glutathione release into rat plasma by extrahepatic
tissues. Am J Physiol. 1995 Sep; 269(3 Pt 1): G396-9.

35. Bilinsky LM, Reed MC, Nijhout HF. The role of skeletal muscle in liver
glutathione metabolism during acetaminophen overdose. J Theor Biol. 2015 Jul 7;
376118-33.

36. Schafer FQ, Buettner GR. Redox environment of the cell as viewed through the
redox state of the glutathione disulfide/glutathione couple. Free Radic Biol Med.
2001 Jun 1; 30(11): 1191-212.

37. Leduc-Gaudet JP, Reynaud O, Chabot F, Mercier J, Andrich DE, St-Pierre DH, et
al. The impact of a short-term high-fat diet on mitochondrial respiration, reactive
oxygen species production, and dynamics in oxidative and glycolytic skeletal muscles

of young rats. Physiol Rep. 2018 Feb; 6(4).



165

38. Nielsen F, Mikkelsen BB, Nielsen JB, Andersen HR, Grandjean P. Plasma
malondialdehyde as biomarker for oxidative stress: reference interval and effects of

life-style factors. Clin Chem. 1997 Jul; 43(7): 1209-14.

39. Flohe L. The fairytale of the GSSG/GSH redox potential. Biochim Biophys Acta.
2013 May; 1830(5): 3139-42.

40. Deponte M. The Incomplete Glutathione Puzzle: Just Guessing at Numbers and
Figures? Antioxid Redox Signal. 2017 Nov 20; 27(15): 1130-61.

41. Steinbacher P, Eckl P. Impact of oxidative stress on exercising skeletal muscle.
Biomolecules. 2015 Apr 10; 5(2): 356-77.

42. Eder K, Baffy N, Falus A, Fulop AK. The major inflammatory mediator
interleukin-6 and obesity. Inflamm Res. 2009 Nov; 58(1 1): 727-36.

43. Bougoulia M, Triantos A, Koliakos G. Plasma interleukin-6 levels, glutathione
peroxidase and isoprostane in obese women before and after weight loss. Association

with cardiovascular risk factors. Hormones (Athens). 2006 Jul-Sep; 5(3): 192-9.

44. Valles SL, Benlloch M, Rodriguez ML, Mena S, Pellicer JA, Asensi M, et al.
Stress hormones promote growth of B16-F10 melanoma metastases: an interleukin 6-

and glutathione-dependent mechanism. J Transl Med. 2013 Mar 22; 1172.

45. Han H, Qiu F, Zhao H, Tang H, Li X, Shi D. Dietary Flaxseed Oil Prevents
Western-Type Diet-Induced Nonalcoholic Fatty Liver Disease in Apolipoprotein-E
Knockout Mice. Oxid Med Cell Longev. 2017; 20173256241.

46. Govindaraj J, Sorimuthu Pillai S. Rosmarinic acid modulates the antioxidant

status and protects pancreatic tissues from glucolipotoxicity mediated oxidative stress



166

in high-fat diet: streptozotocin-induced diabetic rats. Mol Cell Biochem. 2015 Jun;
404(1-2): 143-59.

47. Lagman M, Ly J, Saing T, Kaur Singh M, Vera Tudela E, Morris D, et al.
Investigating the causes for decreased levels of glutathione in individuals with type II

diabetes. PLoS One. 2015; 10(3): e0118436.

48. Hack V, Gross A, Kinscherf R, Bockstette M, Fiers W, Berke G, et al. Abnormal
glutathione and sulfate levels after interleukin 6 treatment and in tumor-induced

cachexia. FASEB J. 1996 Aug; 10(10): 1219-26.

49. Obrador E, Benlloch M, Pellicer JA, Asensi M, Estrela M. Intertissue flow of
glutathione (GSH) as a tumor growth-promoting mechanism: interleukin 6 induces
GSH release from hepatocytes in metastatic B16 melanoma-bearing mice. J Biol
Chem. 2011 May 6; 286(18): 15716-27.

50. Pena LR, Hill DB, McClain CJ. Treatment with glutathione precursor decreases
cytokine activity. JPEN J Parenter Enteral Nutr. 1999 Jan-Feb; 23(1): 1-6.

51. Peterson JD, Herzenberg LA, Vasquez K, Waltenbaugh C. Glutathione levels in
antigen-presenting cells modulate Th1 versus Th2 response patterns. Proc Natl Acad
Sci U S A. 1998 Mar 17; 95(6): 3071-6.

52. Schmitz J, Owyang A, Oldham E, Song Y, Murphy E, McClanahan TK, et al. IL-
33, an interleukin-1-like cytokine that signals via the IL-1 receptor-related protein
ST2 and induces T helper type 2-associated cytokines. Immunity. 2005 Nov; 23(5):
479-90.



167

53. Collins KH, Hart DA, Reimer RA, Seerattan RA, Waters-Banker C, Sibole SC, et
al. High-fat high-sucrose diet leads to dynamic structural and inflammatory
alterations in the rat vastus lateralis muscle. J Orthop Res. 2016 Dec; 34(12): 2069-78.

54. Liu RM, Gaston Pravia KA. Oxidative stress and glutathione in TGF-beta-
mediated fibrogenesis. Free Radic Biol Med. 2010 Jan 1; 48(1): 1-15.

55. Arsalane K, Dubois CM, Muanza T, Begin R, Boudreau F, Asselin C, et al.
Transforming growth factor-betal is a potent inhibitor of glutathione synthesis in the
lung epithelial cell line A549: transcriptional effect on the GSH rate-limiting enzyme
gamma-glutamylcysteine synthetase. Am J Respir Cell Mol Biol. 1997 Nov; 17(5):
599-607.

56. Yadav H, Quijano C, Kamaraju AK, Gavrilova O, Malek R, Chen W, et al.
Protection from obesity and diabetes by blockade of TGF-beta/Smad3 signaling. Cell
Metab. 2011 Jul 6; 14(1): 67-79.

57. Sousa-Pinto B, Goncalves L, Rodrigues AR, Tomada I, Almeida H, Neves D, et
al. Characterization of TGF-beta expression and signaling profile in the adipose tissue
of rats fed with high-fat and energy-restricted diets. J Nutr Biochem. 2016 Dec;
38107-15.

58. Hammond CL, Lee TK, Ballatori N. Novel roles for glutathione in gene

expression, cell death, and membrane transport of organic solutes. J Hepatol. 2001
Jun; 34(6): 946-54.

59. Sishi B, Loos B, Ellis B, Smith W, du Toit EF, Engelbrecht AM. Diet-induced
obesity alters signalling pathways and induces atrophy and apoptosis in skeletal
muscle in a prediabetic rat model. Exp Physiol. 2011 Feb; 96(2): 179-93.



168

20
5
10
0.5
0.0

)

—_
&

%,

8 3 @

(Buowu) HsO

120

B)

Q o

8 g g °

(Bwiowie) suoppeIN|o [EI0L

-

<

7.10 Figures

Figure 7.1

—_
m

T

T T T T 1
°© 2 8 8 8 8
S % 9 o
|eljuajod xopay
_ %
-3
%
I T T T T 1
m 8 8 8 | °
ojey HSSOHSD

Figure 7.2



169

—
[ ]

<

r T

.
w e P o
- o

UojssaIdX SALIOY YN

e w e w@w o
o~ - - o o
uojssaldxy AR YNMW

Figure 7.3

—
(1]

Figure 7.4



170

w P Py a
- - = o
uojssaxdxg aapeleY YNW

o

w e @ °
- - = &
uojssasdx] sApeRY YNYW

<

Figure 7.5



171

7.11 Figure Legends

Figure 7.1 Soleus muscle levels of total glutathione (A), GSH (B) and GSSG (C) in
young rats submitted to 14 days of HFD or RCD. Results are presented as means *

SD for n = 13; * indicates significant difference between the two groups (P<0.05)

Figure 7.2 Soleus muscle GSH:GSSG ratio (A) and glutathione redox potential (B)

in young rats submitted to 14 days of HFD or RCD. Results are presented as means +
SD forn=13

Figure 7.3 Relative gene expression levels of various enzymes and transcription
factors implicated in the glutathione metabolism (A) and relative gene expression
levels of major antioxidant enzymes (B) in the soleus muscle of young rats submitted
to 14 days of HFD. Results are presented as mean fold change, compared to the RCD
group, = SEM

Figure 7.4 Relative gene expression levels of various interleukins and their
respective receptors (A) as well as relative gene expression levels of ‘TGF-B cytokines
(B) in the soleus muscle of young rats submitted to 14 days of HFD. Results are
presented as mean fold change, compared to the RCD group, + SEM; * indicates

significant difference between the two groups (adjusted P<0.10)

Figure 7.5 Relative gene expression levels of NF-xB (A) and relative gene
expression levels of various NADPH oxidase isoforms (B) in the soleus muscle of
young rats submitted to 14 days of HFD. Results are presented as mean fold change,

compared to the RCD group, + SEM
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CHAPITRE VIII

DISCUSSION

Les résultats présentés dans cette étude démontrent les effets a court terme d’une
diete riche en lipides sur le métabolisme et les fonctions musculaires de jeunes rats. Il
est possible d’observer, chez les rats étudiés, une hausse de plusieurs dépots de gras
viscéral, une modification de 1’activité ambulatoire, un changement dans le temps de
sommeil, une modification des habitudes alimentaires et de la taille des repas, une
accumulation de lipides intramyocellulaires caractérisée par de plus grosses
gouttelettes lipidiques, 1’augmentation de 1’expression de genes impliqués dans le
métabolisme des lipides, une diminution du glutathion musculaire ainsi qu’une
augmentation de 1’expression de la cytokine pro-inflammatoires IL-6. Bien que
d’autres études aient pu observer certains changements métaboliques chez des rats
soumis a une diéte pour une période équivalente, notre groupe est le premier a
démontrer une diminution de la force musculaire induite par une diéte aprés
seulement deux semaines. De plus. nos résultats tendent a confirmer le fait qu’une
diete contenant un haut pourcentage de gras, majoritairement composée de lard,
induit des changements métaboliques rapides (Buettner et al., 2007). Ils suggerent
aussi que ces changements sont plus rapides chez des rats en croissance, tel que

démontré précédemment (Erdos et al., 2011).

D’autres groupes avaient démontré que, chez le rat, un gain de poids significatif
apparait aprés environ 4 a 8 semaines suivant le début d’une diete riche en lipides

(Furnes et al., 2009; So et al., 2011). Bien que nous ayons observé une évolution du
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poids similaire dans les deux groupes, il nous est aussi possible de voir une
consommation calorique plus élevée dans le groupe de ditte obésogeéne. Jumelée a
une dépense énergétique similaire, ceci résulte en une balance énergétique supérieure
qui ne se traduit pas par un gain de poids, mais bien par I’accumulation significative
de gras viscéral, qui est associé a la résistance a I’insuline (Gabriely et al., 2002).
Ceci confirme le fait que de nombreux mécanismes liés a 1’obésité sont actifs bien
avant 1’apparition d’un gain de poids significatif. De plus, les niveaux d’adiposité,
surtout viscérale, peuvent &tre un meilleur indicateur de ces changements que le poids
en soi, qui ne tient pas compte de la composition corporelle. D’autre part, il nous a
aussi été possible d’observer des foies plus légers chez les rats soumis a la dicte
obésogene, ce qui va a I’encontre d’autres résultats qui ont observé des foies plus
lourds a partir de 4 semaines suivant le début d’une di¢te obésogene (Milagro et al.,
2006; Xu et al., 2010). Ceci suggere différents mécanismes adaptatifs a court terme,

en réponse a une di¢te obésogene, qui demandent une recherche plus approfondie.

Par ailleurs, nos résultats tendent a confirmer qu’une augmentation de la taille, et non
du nombre de repas, est la cause d’une plus grande consommation calorique chez les
rats soumis a la diete riche en lipides. Ceci tend a confirmer les observations d’études
préalables (Treesukosol et Moran, 2014). 11 semblerait toutefois que, lorsque les
animaux ont acces a de 1’eau sucrée, cette tendance est inversée et que le nombre de
repas est augmenté, ce qui mene aussi a 1’obésité (la Fleur et al., 2014). Cette étude
présente une base intéressante pour de futures études tendant a utiliser une dicte de
type cafétéria ou « western » contenant d’importantes quantités de lipides, mais aussi
de sucres. D’autre part, il nous a été possible d’observer une modiﬁcafion, chez les
rats soumis a une diéte riche en lipides, de la consommation de nourriture entre le
jour et la nuit, tout comme une modification de 1’activité ambulatoire et du sommeil.
Ces résultats tendent a confirmer les altérations du rythme circadien observées
préalablement (Pendergast er al, 2013). Gomez et ses collegues avaient

préalablement démontré que 10 semaines de di¢te riche en lipides induisaient une
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diminution des taux a jeun de ghréline chez le rat (Gomez et al., 2012), une altération
qu’il est aussi possible d’observer chez des individus obéses. Nous n’avons toutefois
pas pu observer les mémes résultats aprés deux semaines. Bien que ces valeurs aient
été mesurées a jeun, il semble possible que les repas plus caloriques, ingérés par les
rats soumis 2 la diete obésogeéne, n’induisent par une diminution proportionnelle de la
ghréline habituellement observée en réponse au contenu calorique du repas (Borer et
al., 2009). Des mesures pré- et postprandiales des taux de ghréline pourraient
confirmer cette hypothese. D’autre part, il nous a été possible d’observer que la durée
des repas est plus courte chez les rats soumis a la diete obésogene. Il est possible que
les signaux de satiété, en réponse a 1’ingestion plus rapide d’une plus grande quantité
de calories, ne puissent s’adapter adéquatement. La mesure postprandiale d’hormones
contrblant la satiété, telles la leptine, pourrait aider a expliquer, en partie, ce

phénomene.

L’ensemble de nos résultats obtenus en analysant les muscles soléaire et EDL
confirment que les altérations causées par une diete riche en lipides sont spécifiques
au muscle étudié. Nous avons pu démontrer que la diete riche en lipides, apres
seulement 2 semaines, cause une diminution de la force spécifique dans le muscle
soléaire, mais pas dans ’EDL. Eshima et al., entre autres, avaient pu démontrer
qu’une diete riche en lipides diminuait la force musculaire maximale chez la souris
(Eshima et al., 2017). Toutefois, nous sommes les premiers, a notre connaissance, a
démontrer cet effet apres seulement 2 semaines chez le rat. De plus, nous n’avons pas
observé de différences dans le poids ou I’aire transversale estimée des muscles
étudiés, ni dans la composition des fibres musculaires ou dans 1’aire individuelle
moyenne des fibres, ce qui démontre que d’autres mécanismes sont impliqués. Il est
aussi possible de constater que les deux muscles conservent leur capacité de
résistance a la fatigue ainsi que leur potentiel de récupération, ce qui tend a confirmer
que le phénotype musculaire est demeuré intact. Nous avons observé que le temps

nécessaire a 1’atteinte du maximum de force générée (time to maximum) ainsi que le
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temps de relaxation (half relaxation time) n’étaient pas altérés dans le muscle des rats
soumis a la diete obésogene, ce qui suggere que la capacité de gestion du calcium par

le réticulum sarcoplasmique est demeurée intacte (Ottenheijm et al., 2008).

En comparant nos résultats de fibres musculaires avec ceux de Delp et collegues
(Delp et Duan, 1996), il est possible de constater qu’ils sont, somme toute,
semblables. Nous n’avons toutefois pas pu observer de fibres de type IIX dans le
soléaire. L’dge des rats étudiés dans notre étude explique la plus petite aire des fibres
observables dans nos résultats, qui sont proportionnels, selon les types de fibre, &
ceux observables chez des rats adultes. Nos résultats se comparent donc a ceux
observés par d’autres études sur de jeunes rats Wistar (Cabeco et al., 2012). D’autres
études avaient pu, auparavant, démontrer une modification du type de fibres
musculaires induite par une ditte riche en lipides, et ce apres aussi peu que 6
semaines (Liao et Xu, 2011). Nous n’avons pas pu observer de changements induits
par la diete aprés 2 semaines. L’expression, dans les muscles EDL et soléaire, de

PGC-1a similaire entre les deux groupes tend a suggérer que les mécanismes de

modification des fibres ne sont pas enclenchés apres 2 semaines.

Quelques études ont préalablement démontré qu’une diete riche en lipides pouvait
induire une résistance a 1’insuline apreés seulement deux semaines chez le rat
(Castorena et al., 2014; Pataky et al., 2017). Toutefois, notre évaluation de différentes
protéines impliquées dans la signalisation de I’insuline ne nous a pas permis
d’observer les mémes résultats. Il est possible que I’4Age des rats (6-7 semaines) ou le
muscle étudié (épitrochléen) dans ces deux études préalables influence la vitesse du
développement de la résistance a I’insuline. De plus, nous n’avons pas effectué de test
de tolérance au glucose, ce qui aurait pu démontrer une résistance a I’insuline précoce
sans toutefois modifier le niveau des protéines impliquées dans la signalisation du
récepteur. Bien que nous n’ayons pas mesuré son potentiel de translocation, nous

n’avons pas non plus observé une différence dans 1’expression de GLUT4, ce qui
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confirme que la sensibilité a 1’insuline n’est pas altérée aprés deux semaines dans les

muscles EDL et soléaires.

Par ailleurs, il nous a été possible d’observer, dans le muscle soléaire, une
hypertrophie des gouttelettes lipidiques intramyocellulaires. Bonen et ses collégues
avaient auparavant démontré que I’accumulation de lipides était plus rapide dans le
muscle oxydatif en réponse 4 une diéte riche en lipides (Bonen et al., 2015). A la
lumiére de nos résultats, il est possible d’émettre 1’hypothése que cette accumulation
de lipides pourrait étre, du moins en partie, responsable de la diminution de force
spécifique dans le muscle soléaire. Il a préalablement été démontré que les grosses
gouttelettes lipidiques occupaient un rdle de stockage, alors que les plus petites
gouttelettes étaient plus facilement utilisées pour la lipolyse (Mak, 2012; Murphy, D.
J., 2012). Le lien entre l'accumulation de lipides intramyocellulaires et une
modification de la force musculaire avait déja ét€ établi chez la souris,
indépendamment du type de fibre (Nunes et al., 2012). Cette étude émit I'hypothese
que des gouttelettes lipidiques hypertrophiées pourraient altérer mécaniquement la
contraction des filaments musculaires. De plus, une étude utilisant un cadre de
modélisation mathématique simulant l'accumulation intramusculaire de lipides a
suggéré que les altérations mécaniques du muscle seraient responsables de la
diminution de la force (Rahemi et al., 2015). Les lipides intramusculaires pourraient
donc augmenter la rigidité des structures responsables du raccourcissement et de
l'expansion latérale des fibres. Tel que mentionné précédemment, les plus grosses
gouttelettes lipidiques sont plus susceptibles d'induire des changements structuraux

menant a ces altérations mécaniques.

Par ailleurs, il nous est aussi possible d’observer une expression plus importante de
plusieurs génes impliqués dans le métabolisme des lipides dans le soléaire, ce qui
tend a expliquer la taille des gouttelettes lipidiques observées. Le facteur de

transcription C/EBPP est impliqué dans la différentiation de pré-adipocytes en



i

adipocytes matures (Tanaka et al., 1997). La protéine CD36 importe des acides gras
dans la cellule alors que les enzymes DGAT catalysent la formation de triglycérides a
partir de diglycérides et favorisent le stockage lipidique (Roorda et al., 2005). De plus,
d’autres expériences de notre groupe utilisant le séquencage de I’ARN nous a permis
d’observer une expression 3 fois plus élevée de la périlipine-5 dans le muscle soléaire
de rats soumis a 2 semaines de diete riche en lipides. Cette protéine recouvre les
gouttelettes lipidiques et sa surexpression promeut la formation de plus grosses
gouttelettes lipidiques (Bosma et al., 2013). De plus, elle peut induire une diminution
de la lipolyse ainsi que de la B-oxydation (Wang, H. et al., 2011). Sa surexpression
dans le muscle soléaire pourrait expliquer, en partie, la formation de plus grosses
gouttelettes lipidiques menant potentiellement a2 une diminution de la force

musculaire.

Quelques études avaient préalablement démontré que la production de glutathion
musculaire pouvait étre altérée en réponse a une diete riche en lipides chez le rat
(Anderson et al., 2009). Nous avons toutefois pu observer ces résultats apres
seulement deux semaines. A 1’aide de séquencage de I’ ARN, il nous a été possible de
mesurer I’expression de plusieurs genes d’enzymeé impliquées dans la genese de
novo du GSH ou dans sa formation a partir du recyclage de GSSG. Nous n’avons pas
pu observer de différence dans 1’expression de ces geénes, ce qui suggere que les taux
réduits de GSH ne sont pas dus a une altération de sa syntheése. Puisque la diéte riche
en lipides est supplémentée de L-cystine, la disponibilité de la cystéine devrait étre

suffisante pour la syntheése du glutathion.

Il est aussi possible que la production hépatique de glutathion, qui est importante pour
son exportation dans plusieurs organes, soit altérée, comme nous avons pu observer

préalablement un poids des foies réduit chez les rats soumis a la diete obésogene.
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Cette hypothese pourrait étre vérifiée par la mesure du glutathion hépatique. D’autre
part, en observant le ratio GSH:GSSG, il semble que le muscle ne soit pas en
situation de stress. Toutefois, étant donné une disponibilité réduite de GSH, il est
pertinent d’émettre I’hypothése qu’une situation augmentant la production de ROS,
tel I’exercice physique, pourrait induire un stress oxydant (Steinbacher et Eckl, 2015).
Cette augmentation des ROS a I’exercice pourrait accélérer la fatigue musculaire

(Cheng, A.J. et al., 2015) et ainsi contribuer a une diminution de la force.

Bien que nous n’ayons pas pu observer une expression différente de plusieurs autres
génes liés au stress oxydant, nous avons pu constater une expression de
I’interleukine-6 4,5 fois plus importante dans le muscle soléaire des rats soumis a la
diéte riche en lipides. L’augmentation d’IL-6 avait déja été observée en réponse a une
diéte obésogene, conjointement a une diminution de GSH (Govindaraj et Sorimuthu
Pillai, 2015). 11 a déja été démontré que I’'IL-6 pouvait induire une diminution de
GSH (Hack et al., 1996). Par contre, il est aussi possible que les faibles taux de GSH
induisent une augmentation de 1’IL-6 (Pena et al., 1999). L’interaption entre cette

cytokine et le glutathion se doit donc d’étre mieux caractérisée a 1’aide de plus

amples recherches.



CONCLUSION

Nos recherches démontrent la rapidité avec laquelle une diéte riche en lipides peut
induire plusieurs changements métaboliques et musculaires chez le rat. Ces
changements, a plus long terme, peuvent étre impliqués dans le développement de
I’obésité et de maladies cardiométaboliques. Nos résultats suggerent des mécanismes
pouvant potentiellement induire une diminution de la force musculaire, telle
I’accumulation de plus grosses gouttelettes lipidiques intramyocellulaires ainsi que le
développement de processus inflammatoires pouvant mener a un stress oxydant dans
le muscle squelettique. Les changements induits a court terme par une diete riche en
lipides peuvent déclencher une cascade d’évenements, dont certains peuvent €tre plus
difficilement réversibles. Ceci souligne le fait qu’une ingestion accrue de lipides
induit beaucoup plus qu’une accumulation pondérale de masse adipeuse, et que
I’apparition de ces altérations est rapide chez le rat en croissance. Nos résultats
permettent de mieux caractériser et expliquer certains de ces changements rapides,
mais ouvrent aussi la voie a plusieurs autres investigations qui pourraient permettre

d’élucider certains mécanismes sous-jacents.
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