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Résumeé

L'objectif du présent projet de recherche était de déterminer la biodisponibilité de métabolites de polyphénols
(PP) et de I'acide abscissique (ABA) suite a la consommation d’'un breuvage a base d’extraits de fraises et de
canneberge (fournissant 333mg de polyphénols et 200ug d’ABA) chez 17 sujets (hommes et femmes) en
surpoids et résistants a l'insuline. Pour atteindre cet objectif, une analyse de corrélation a été réalisée entre les
concentrations sanguines de divers métabolites de PP et d’ABA et différents parametres du métabolisme du

glucose chez ladite cohorte.

Les paramétres concernant le métabolisme du glucose ont été mesurés par un clamp hyperinsulinémique-
euglycémique et par un test oral de tolérance au glucose (OGTT) dans le cadre d’une étude plus large réalisée
dans notre laboratoire. Dans le contexte de mon projet de maitrise, des mesures de biodisponibilité ont été
réalisées grace a I'extraction, l'identification et la quantification de métabolites de polyphénols et d’ABA dans
les échantillons du breuvage ainsi que dans les échantillons du plasma des participants aprés la consommation
du breuvage. Par la suite, 'analyse de corrélation entre les métabolites plasmatiques mesurés et le métabolisme

du glucose a été réalisée par régression linéaire multiple robuste.

Les résultats ont montré que les concentrations plasmatiques de certaines molécules sont significativement
supérieures dans le groupe traité par rapport au groupe contrdle, notamment la concentration plasmatique
d'acide p-coumarique, d’acide m-coumarique, d'acide férulique, d’acide hydroxyhippurique, de cis-ABA, d’acide
dihydroxyphaséique et d’ABA glucuronide. Seule la teneur en acide p-coumarique a été associée avec la
prévention de I'hyperinsulinémie compensatoire lors de la premiere phase de sécrétion d’insuline, suggérant

que cet acide organique serait impliqué dans le métabolisme du glucose chez des sujets résistants a I'insuline.
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Chapitre 1 : Introduction générale

La forte prévalence du diabéte de type 2 est actuellement un fardeau pour les systémes de santé partout dans
le monde. Le dernier rapport mondial sur le diabéte de I'Organisation mondiale de la santé a indiqué qu'environ
422 millions d’adultes souffrent du diabéte (Mukhtar et al., 2005; World Health Organisation, 2016). Ce type de
diabéte est devenu I'un des principaux problémes de santé publique puisqu’au niveau mondial, il y a un grand
nombre de décés précoces imputables a cette maladie et a ses complications. En effet, en 2013, environ 5,1
millions de personnes &gées de 20 a 79 ans sont décédées a cause du diabéte, ce qui correspond a un décés
toutes les six secondes. En plus, le nombre de personnes atteintes de diabéte de type 2 ne cesse d’'augmenter

dans tous les pays (Fédération Internationale du Diabéte, 2013).

En ce qui concerne la situation du diabéte en Amérique du Nord, la prévalence de cette maladie est
particulierement importante compte tenu de 'épidémie d’obésité qui y sévit (44,3 millions de personnes atteintes
du diabéete en 2015). Effectivement, elle est la deuxieme région du monde qui abrite le plus grand nombre de
personnes obéses et atteintes de diabéte. Bien plus, cette région affiche la prévalence comparative la plus
élevée d'intolérance au glucose. Quant aux dépenses de santé liées au diabéte, 'Amérique du Nord a dépensé
plus de 263 milliards USD en 2013, soit 48% des dépenses de santé mondiales (Fédération Internationale du
Diabete, 2013).

C’est pourquoi l'intérét d'étudier le role des aliments fonctionnels sur la prévention et le traitement du diabéte
s'est accru au cours des derniéres années. Actuellement de plus en plus d'informations sont disponibles a
propos des bénéfices de la consommation de ces aliments, notamment des fruits et des légumes, sur la santé
(World Health Organisation, 2002). Par exemple, au sujet des fruits, plusieurs études ont montré que les petits
fruits, tels les fraises, canneberges, bleuets et autres, ont une forte teneur en polyphénols (Paredes-Lépez et
al., 2010). En effet, ils sont riches en acides phénoliques, flavonoides (anthocyanes, flavanols, flavonols),
stilbenes, lignanes et tanins (proanthocyanes, ellagitanins et gallotanins) (Seeram, 2008). Les polyphénols
montrent entre autres plusieurs propriétés antidiabétiques (Anhé et al., 2013; Giampieri et al., 2015). Il suffit de
prendre comme exemple I'action bénéfique des polyphénols sur les caractéristiques anthropométriques des
sujets ainsi que sur la modulation du métabolisme lipidique, de la pression sanguine et de la glycémie (Amiot et
al., 2016); telle I'action réductrice des anthocyanes sur la réduction des niveaux sanguins de glucose apreés la

consommation d’'un repas riche en amidon (Han et al., 2007; McDougall et al., 2005).

Afin de comprendre les mécanismes d’action des polyphénols et de I'ABA alimentaires sur la santé, il est

important d'étudier leur biodisponibilité, qui référe a leurs concentrations et a celles de leurs métabolites en



circulation. Pour tester la biodisponibilité de ces composés, il est nécessaire de les caractériser dans le plasma,

a l'aide de méthodes analytiques trés sensibles comme 'UHPLC-MS (Dudonné et al., 2014).

Dans le contexte d’'une étude réalisée dans notre laboratoire sur les effets d'un extrait de fraises et de
canneberges sur la sensibilit¢ a l'insuline (Chapitre 4), nous avons donc mesuré la biodisponibilité des
polyphénols et de I'acide abscissique (ABA) pour établir un lien entre leur biodisponibilité et des marqueurs de

risque du diabete de type 2.

Le présent mémoire est divisé en 8 chapitres. Tout d’abord, le chapitre 2 constitue une revue de littérature sur
le métabolisme du glucose chez une personne en santé, sur les méthodes d’évaluation du métabolisme du
glucose chez 'humain, sur les polyphénols et 'acide abscissique, notamment sur les fruits qui en contiennent,
ainsi que sur les modes d’extraction des polyphénols et de I'ABA, leur classification, leur biodisponibilité et leur
relation avec le métabolisme du glucose. Ensuite, le chapitre 3 énonce les objectifs et les hypothéses de
recherche du présent projet. Le chapitre 4 détaille I'étude sur les effets d’un extrait de fraises et de canneberges
sur la sensibilité a l'insuline sous forme d’un manuscrit soumis a la revue scientifique British Journal of Nutrition,
dans lequel je figure comme deuxiéme auteure. Cet article détaille I'intervention nutritionnelle chez des sujets
humains résistants a l'insuline et rapporte quelques données sur la biodisponibilité des polyphénols fournis par
I'extrait de fraises et de canneberges. Les chapitres 5 et 6 détaillent la méthodologie et les résultats de la
recherche sur la biodisponibilité des polyphénols et de I'ABA en lien avec divers paramétres du métabolisme
glucidique mesurés chez un sous-groupe de sujets de I'étude de Paquette et al. (2014) (Chapitre 4), et
finalement les chapitres 7 et 8 présentent une discussion sur ces résultats ainsi qu'une conclusion qui inclut les
forces et les limites de I'étude, de méme que des perspectives pour I'avenir concernant le théme de recherche

du présent mémoire.



Chapitre 2 : Revue de la littérature

2.1. Métabolisme du glucose chez une personne en santé

2.1.1. Métabolisme du glucose

L'étude du métabolisme du glucose permet de définir certains concepts de base utiles a la compréhension de
la grande problématique de la résistance a I'insuline. Tout d'abord, il faut reconnaitre I'importance de métaboliser
le glucose et les mécanismes qui le rendent utilisable aux cellules. Le métabolisme du glucose référe aux
processus qui le transforme en eau, énergie et dioxyde de carbone (Thompson et al., 2008). Il permet une
importante production d'énergie (Stettner et Segre, 2013) qui constitue la source principale d'énergie
métabolique pour presque toutes les cellules du corps (Shepherd et Kahn, 1999; Thorens, 2015), notamment
pour le cerveau. En effet, en état basal, le cerveau dépend totalement de I'oxydation du glucose pour fonctionner
(Zieler, 1999).

Le glucose, qui est digéré et absorbé dans I'intestin, passe au foie par la veine porte (Chen et al., 2016). A partir

du foie, plusieurs voies peuvent étre empruntées:

a) Le glucose peut étre phosphorylé et métabolisé dans le foie pour produire de I'énergie (Aronoff
et al., 2004; Shepherd et Kahn, 1999; Thorens; 2015).

b) Le glucose peut étre libéré dans la circulation pour devenir une source d'énergie pour les

cellules non-hépatiques (Aronoff et al., 2004).

c) Quand la consommation du glucose dépasse les besoins énergétiques, le glucose peut étre
phosphorylé et entreposé au foie (Aronoff et al., 2004; Derks et van Rijn, 2015) ou aux muscles

(Shepherd et Kahn, 1999) sous forme de glycogéne.

d) Il peut également étre transformé en acides gras (Chen et al., 2016). Ces acides sont stockés

comme triglycérides, notamment dans les tissus adipeux (Thompson et al., 2008).

2.1.2. Digestion et absorption du glucose
Le glucose est un glucide simple (monosaccharide) d’absorption rapide qui provient de la digestion des glucides
plus complexes (polysaccharides) (Cheng et al., 2016) ou de la production endogéne (glycogénolyse et

gluconéogenése) (Aronoff et al., 2004). En tant que monosaccharide, le glucose est directement absorbé par



les cellules de la muqueuse intestinale (Cheng et al., 2016), principalement au niveau du jéjunum et de l'iléon
(Cheng et al., 2016; Zierler, 1999).

Les molécules de glucides complexes, notamment les molécules d’amidon, sont des sources exogénes du
glucose (Lee et al., 2012). Cependant, ces molécules doivent étre dégradées pour les rendre absorbables. Sa
digestion commence dans la bouche par l'action de lenzyme o-amylase salivaire qui dégrade les
polysaccharides en oligosaccharides et en disaccharides. Ensuite, quand I'aliment arrive a I'estomac, I'enzyme
est inactivée a cause du pH (Lee et al., 2012). Finalement, dans l'intestin plusieurs enzymes participent encore
a la digestion. En effet, 'a-amylase pancréatique, la maltase, la saccharase et la lactase favorisent I'hydrolyse

des polysaccharides et disaccharides en monosaccharides absorbables (Kellet et al., 2001).

Les molécules de glucose sont fortement polaires, alors que la bicouche lipidique de la membrane cellulaire est
relativement imperméable aux molécules polaires (Bermudez et al., 2007; Shepherd et Kahn, 1999). Ainsi, le
glucose qui résulte de la digestion ne peut traverser la membrane cellulaire par diffusion simple. Il est plutét
absorbé par les entérocytes par transport actif grace a I'action d’un symport responsable du transport actif du
glucose et du sodium au pdle apical de la cellule (protéine porteuse SGLT1) (Gorboulev et al., 2012; Gropper
et Smith, 2013; Kellet et al., 2001; Wright et al., 2011; Zierler, 1999).

Le glucose peut traverser les membranes grace a une famille de protéines appelées « transporteurs de
glucose » (GLUT) (Wright et al., 2011). Cette famille est composée de 14 protéines, dont les GLUT 1, 2, 3, 4 et
5 jouent les réles les plus importants (Gropper et Smith, 2013; BermUdez et al., 2007). La protéine de transport
GLUT2 est responsable du processus de diffusion facilitée du glucose au pdle basolatéral de I'entérocyte
(transport passif) (Chen et al., 2016; Roder et al., 2014). Le GLUT4 occupe une place de choix, car il est un
transporteur insulinodépendant qui favorise la captation du glucose par l'insuline dans les tissus musculaires, le
ceeur et les adipocytes (Shepherd et al., 1999; Vijayakumar et al., 2012). En effet, pour réguler la captation
cellulaire du glucose, I'action des transporteurs de glucose est coordonnée avec celle des hormones (endocrines
et paracrines), des récepteurs et des messagers secondaires (Bermudez et al., 2007; Chen et al., 2016; Kellett,
2001).

Les autres monosaccharides, fructose et galactose, sont également absorbés. Le premier par diffusion facilitée
(GLUT-5) et le second par transport actif (SGLT1) (Bermudez et al., 2007). Finalement, tous les
monosaccharides entrent dans le flux sanguin de la veine porte et sont transportés au foie (Zierler, 1999). Le
glucose est stocké dans le foie, alors que le fructose et le galactose sont transformés en glucose aussi pour étre
stockés au foie et aux muscles sous forme de glycogéne (Shepherd et al., 1999; Thompson et al., 2008). Autant
I'absorption que le stockage permettent I'approvisionnement de glucose au plasma sanguin (glycémie) (Aronoff

et al., 2004). En effet, le glucose qui entre dans la circulation provient de différentes sources. Si la personne est



a jeun, le glucose est d'origine hépatique libéré suite & la glycogénolyse et & la gluconéogenése. A I'état
postprandial, le glucose provient de I'absorption intestinale (Aronoff et al., 2004; Chen et al., 2016; Rizkalla et
al., 2004) et le taux de vidange gastrique est le déterminant majeur de I'apparition de glucose dans la circulation
(Aronoff et al., 2004; Zierler, 1999).

2.1.3. Régulation hormonale de la glycémie

Plusieurs hormones régulent la glycémie pour qu'elle demeure constante. Parmi celles-ci, l'insuline et le
glucagon maintiennent le niveau d'équilibre entre l'apparition et la disparition du glucose de la circulation
(Aronoff et al., 2004).

En tant qu’hormone anabolique, l'insuline occupe une place de choix dans le contrble de la glycémie
postprandiale. Les principaux mécanismes d’action de I'insuline incluent la sensibilité des tissus périphériques
a la captation du glucose, la promotion de la glycogénese, la suppression de la production de glucose par le
foie et I'inhibition de la production du glucagon (Kruger et al., 2006). Mais aussi, elle présente d'autres effets
physiologiques importants, telle que la promotion de la synthése de tissu adipeux et des protéines au niveau du
muscle et du foie. Elle est sécrétée en réponse a une hausse des niveaux plasmatiques du glucose ou des

acides aminés (Aronoff et al., 2004).

Le glucagon régule la production endogéne du glucose, a partir de la glycogénolyse au niveau hépatique. Ainsi
le glucagon maintient le taux basal du glucose a un niveau normal pendant le temps de jedne (Aronoff et al.,
2004).

Bien que l'insuline et le glucagon soient les hormones les plus étudiées pour atteindre 'homéostasie du glucose,
il 'y a d'autres hormones qui participent aussi au contréle de la glycémie. Parmi celles-ci, nous retrouvons
I'amyline et les incrétines, notamment le GLP-1 (glucagon-like peptide-1) et le GIP (peptide insulinotrope
dépendant du glucose) (Aronoff et al., 2004). D’une part, I'amyline est une hormone neuroendocrine exprimée
et sécrétée avec l'insuline lors d’un stimulus par les cellules béta du pancréas (Kruger et al., 2006). L'amyline
participe donc dans la régulation du taux du glucose, en supprimant la sécrétion du glucagon et aussi, en
retardant la vidange gastrique (Aronoff et al., 2004). D’autre part, lesdites incrétines (GLP-1 et GIP) sont
sécrétées par l'intestin et participent a la régulation de la baisse du glucose plasmatique (Baggio et al., 2007).
Bien que les deux hormones soient sécrétées dans l'intestin et présentent des effets hypoglycémiants, chacune

présente des particularités. (Aronoff et al., 2014; Peters, 2010).



L’hormone dérivée du glucagon, le GLP-1, est sécrétée en plus grande quantité et a une action déterminante
sur la physiologie humaine. En effet, I'ingestion d’un repas stimule la sécrétion de grandes quantités de GLP-1
par les cellules L intestinales trouvés dans l'iléon. Cette hormone stimule la sécrétion d'insuline, promeut le bon
fonctionnement des cellules béta du pancréas, augmente la satiété, ralentit la vidange gastrique et surtout,

inhibe la sécrétion du glucagon (Aronoff et al., 2004).

De son c6té, la sécrétion hormonale du GIP posséde un effet stimulant concomitant de production d'insuline
mais en plus, la GIP participe au métabolisme des lipides, car elle stimule la lipogenéese (Aronoff et al., 2004;
Peters, 2010). Quant & la sécrétion, le GIP est sécrété par les cellules K intestinales qui se trouvent au niveau
du duodénum et de liléon (Peters, 2010). Concernant la sécrétion des incrétines, des études récentes ont

démontré que le SGLT1 participerait comme senseur a la sécrétion de ces hormones (Roder et al., 2014).

2.1.4. C-peptide

Tout comme linsuline, le C-peptide est produit dans le pancréas. Ces deux molécules sont créées
simultanément, en méme temps et en méme quantité, a partir de la dissociation de la proinsuline. Une fois la
proinsuline scindée, l'insuline et le C-peptide sont stockés dans les granules sécréteurs des cellules béta du
pancréas. Par la suite, elles sont libérées dans la circulation au besoin, a des concentrations équimolaires (Sima,
2012).

Malgré la production identique a celle de l'insuline, le C-peptide ne montre pas d'effets sur la captation du
glucose sanguin par les cellules de I'organisme (Sima, 2012). En réalité, le C-peptide était considéré comme
une molécule inactive pendant plusieurs années. Maintenant, des études récentes montrent que ce peptide peut
exercer des effets bénéfiques, notamment dans la prévention des complications du diabéte de type 1 a différents
niveaux. Le C-peptide aide a prévenir I'hyperfiltration glomérulaire dans les reins, l'inflammation des vaisseaux
endothéliaux au niveau microvasculaire et la démyélinisation neuronale (Shpakov et Granstrem, 2013; Usarek
et Bryla, 2012; Hills et Brunskill, 2008).

Grace a la sécrétion équivalente du C-peptide et de l'insuline, une technique de mesure radioimmunologique a
été développée. Puisque le C-peptide demeure plus longtemps dans le sang que l'insuline (20-30 minutes vs 3-
5 minutes), la concentration plasmatique de ce peptide peut étre mesurée de fagon précise (Polonsky et al.,
1986; Licinio-Paixao et al., 1986). Cette technique sert @ mesurer la production et la sécrétion d'insuline, elle
représente une méthode trés sensible et cliniquement validée pour mesurer la fonction des cellules béta du
pancréas in vivo. L'intervalle de référence du niveau normal de la concentration de C-peptide dans le test a jeun
est autour de 0,8-3,1 ng/mL ou 0,26-1,03 nmol/L (Palmer et al., 2004).



2.1.5. Taux de captation de glucose

La captation du glucose plasmatique se fait par les tissus périphériques, notamment par le muscle squelettique,
les adipocytes et le foie (Thompson et al., 2008). Cette captation de glucose par les cellules peut étre mesurée
avec le taux de captation de glucose (Glucose Disposal Rate, GDR - mg glucose x kg-' x min") ou quantité de
glucose métabolisable (Tam et al., 2012). Le taux de captation de glucose, en tant qu'indicateur mesuré et
obtenu a partir du clamp euglycémique-hyperinsulinémique, contribue a révéler 'état de résistance a l'insuline.
En effet, une fois que le glucose hépatique arréte sa production et que la valeur sanguine se stabilise, le taux
de glucose infusé équivaut au taux de captation de glucose, notamment la quantité de glucose nécessaire pour

compenser I'hyperinsulinémie causée au clamp (Tam et al., 2012).

Le GDR est exprimé comme une fonction du métabolisme selon la taille corporelle, donc la valeur du GDR est
généralement normalisée selon le poids corporel ou la masse maigre, a partir duquel une estimation du niveau

de sensibilité a I'insuline est possible (Muniyappa et al., 2008).

2.2. Métabolisme de I'insuline

2.2.1. Sensibilité a 'insuline

L'utilisation du glucose par les tissus est fortement déterminée par la sensibilité a l'insuline, notamment celui
des tissus insulino-sensibles a I'état post-absorptif (Disse et al., 2013). En plus, l'insuline a une fonction
spécifique selon les tissus ciblés : la suppression de la production hépatique de glucose (foie), I'utilisation
musculaire du glucose (muscles) et l'inhibition de la lipolyse (tissu adipeux). L'ensemble de ces actions rend
linsuline indispensable pour promouvoir ['utilisation efficace du glucose ainsi que son homéostasie, tant a jeun

qu'aprés un repas (Disse et al., 2013; Muniyappa et al., 2008; Roden, 2007).

Bien qu'imprécis, les concepts de sensibilité a I'insuline, de réactivité de I'insuline et de résistance a l'insuline
sont fréquemment utilisés sans distinction pour désigner I'action de l'insuline sur le métabolisme du glucose en
général (Roden, 2007). Cependant, I'action de l'insuline en termes de dose-réponse est caractérisée par deux
paramétres a ne pas confondre (figure 2.1). D'un c6té, la sensibilité a I'insuline représente la concentration
d'insuline & la moitié de la réponse biologique maximale (EC50) tandis que la réactivité de l'insuline (Vimax) est
définie comme I'effet maximal de l'insuline (réponse maximale comparable) (Muniyappa et al., 2008; Roden,
2007).
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Figure 2. 1. Courbe dose-réponse a
l'insuline et caractérisation du ECso et Vinax
(Adapté de Roden, 2007)

C'est ainsi que la diminution de la sensibilité a l'insuline/ 'augmentation de la résistance a I'insuline est définie
comme un décalage a droite de la courbe dose-réponse avec une augmentation conséquente de la valeur ECs.
Cela signifie qu'une plus grande quantité d’'insuline est nécessaire (I'axe x) pour atteindre un méme niveau
d'utilisation du glucose (I'axe y). D'un autre cété, la réduction de la réactivité a l'insuline est caractérisée
graphiquement par la diminution de la hauteur de la courbe, ce qui indique une réponse a l'insuline réduite
(utilisation du glucose diminuée) (figure 2.2) (Roden, 2007). Dans ces deux cas, le fait le plus important a noter
est que I'action de cette hormone est diminuée, ce qui entraine une rupture de 'homéostasie du glucose (Roden,
2007). Il en résulte que la résistance a l'insuline chez I'humain est une condition qui précéde le diabéte de type
2 et elle est caractérisée par une augmentation de I'activité du pancréas pour accroitre la sécrétion d'insuline.
Cette condition est aussi caractérisée par une augmentation de I'inflammation de bas niveau et par la présence
de dyslipidémie (hypertriglycéridémie, faible concentration plasmatique de HDL), de dysfonction endothéliale et
d’hypertension (Reaven, 2005).
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Figure 2. 2. Courbe dose-réponse a l'insuline et résistance a l'insuline
(Adapté de Roden, 2007)



2.2.2. Sensibilité a l'insuline — Indice M/l

Le ratio M/l montre le niveau de sensibilité a I'insuline des tissus, car il exprime la quantité du glucose métabolisé
par chaque unité d'insuline pendant la période de stabilité (Antuna-Puente et al., 2011; DeFonzo et al., 1979;
Disse et al., 2013).

La valeur M reportée dans le clamp euglycémique-hyperinsulinémique représente la valeur moyenne du glucose
infusé pendant les derniéres 30 minutes du clamp, une fois que le plateau a été atteint (Antuna-Puente et al.,
2011; Sebén et Abregate, 2012). Pour obtenir la valeur de M, il suffit de diviser le taux d'infusion du glucose au
plateau par le poids corporel (kg) du sujet (Piché et al., 2005). Finalement le calcul du M/I se fait en divisant la
valeur de M par la concentration moyenne d'insulinémie pendant les mémes 30 derniéres minutes du clamp

hyperinsulinémique-euglycémique (Disse et al., 2011).

2.2.3. Tolérance et intolérance au glucose

L'état d'intolérance au glucose (impaired glucose tolerance - IGT) est une condition importante a étudier, car il
constitue une perturbation du métabolisme glucidique et I'une des étapes précédant le développement du
diabéte de type 2 (Unwin et al., 2002; Andersson et al., 2013; Shobha et al., 2004). En présence d’une anomalie
de la fonction de l'insuline, un état d’hyperinsulinémie compensatoire doit s'installer pour garder les niveaux
normaux de glycémie. Le travail excessif du pancréas entraine un épuisement progressif des cellules—
pancréatiques. Alors, le déficit en insuline qui en résulte est associé a une augmentation rapide de la

concentration du glucose et a I'établissement de I'intolérance au glucose (Bergman, 2013; Shobha et al., 2004).

Dans les derniers rapports de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et de I'Association américaine du
diabéte (ADA), deux nouveaux concepts référant aux valeurs de glycémie a jeun altérées (impaired fasting
glycaemia - IFG) ont été développés (Unwin et al., 2002). Il s'agit des concepts de troubles spécifiques de la
glycémie a jeun (IGF) et de l'intolérance au glucose (IGT) qui sont des problémes métaboliquement différents.
Méme si les deux concepts font référence a la résistance a l'insuling, la différence majeure entre eux est
déterminée selon les tissus affectés. Ainsi, I'lGF présente une importante altération au niveau de tissus
hépatiques alors que I'lGT correspond a une diminution de la sensibilité a I'insuline aux tissus musculaires
accompagnée d’une diminution légére de la sensibilité aux tissus hépatiques. Outre cette importante différence,
I'IGF et I'lGT présentent des altérations dans le profil de sécrétion d'insuline. D'une part, I'lGF modifie seulement
la sécrétion d’insuline pendant la premiére phase de sécrétion (30 premiéres minutes de 'OGTT) et d'une autre

part, 'IGT montre des altérations dans I'ensemble de la réponse au glucose oral (OGTT complet) (Nathan et al.,



2007). A noter également, leur prévalence est différente, ayant plus de cas d'lGT par rapport aux cas
d'IFG (Andersson et al., 2013; Unwin et al., 2002).

Ces deux conditions représentent des états métaboliques intermédiaires entre 'homéostasie normale du
glucose et I'hyperglycémie diabétique. Aucun de ces deux états ne constitue un état pathologique, mais ils
constituent quand méme un facteur de risque pour le développement du diabéte et de la maladie

cardiovasculaire (Andersson et al., 2013; Uwin et al., 2002).

Les valeurs de référence pour déterminer les états de glycémies altérées sont présentées au tableau 2.1. Ces
valeurs varient selon la catégorie d’hyperglycémie, le type d'échantillon (plasma ou sang) et le moment de

I'échantillonnage, soit a jeun ou bien deux heures aprés une charge de glucose (Unwin et al., 2002).

Tableau 2.1. Valeurs de référence pour le diagnostic de différentes catégories d‘hyperglycémie et du diabéte

de type 2
Concentration de glucose (mg/dl)
Plasma Sang entier
Veineux Veineux Capillaire
Diabete de type 2
Ajeun > 126 > 110 > 110
2-heures aprés une charge de
=200 =180 =200
glucose.
Intolérance au glucose
2-heures aprés une charge de
140-199 120-179 140-199
glucose.
Dysglycémie a jeun
Ajeun 110-125 100-109 100-109

Modifié a partir de WHO, 1999

2.3. Méthodes d’évaluation du métabolisme du glucose in vivo

2.3.1. Clamp hyperinsulinémique-euglycémique

La méthode de choix pour mesurer la sensibilité a I'insuline, notamment dans les études cliniques, est le clamp
hyperinsulinémique-euglycémique (Antuna-Puente et al., 2011; Conn, 2013; Matsuda et al.,1999). Cette
technique a été développée en 1979 par DeFronzo et ses collaborateurs (DeFronzo et al., 1979) et est basée
sur le principe selon lequel, suite a linfusion de grandes doses d'insuline, nous conservons le glucose

plasmatique stable (euglycémie) a I'aide d’une infusion constante de glucose.
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Les caractéristiques du test incluent une période a jeun de 12 heures avant le début de I'expérience. Puis il
requiert la collocation de deux cathéters intraveineux, car I'infusion d’insuline et de glucose (dextrose & 20 %)
se fait par la veine antécubitale, a chaque solution correspond I'un des deux bras du patient. La surveillance de
la concentration plasmatique du glucose se fait avec des prises de sang toutes les 5 minutes par un cathéter
dans une artére brachiale. L'infusion d'insuline commence au temps zéro, alors que, celle du glucose débute

quatre minutes aprés (DeFronzo et al., 1979; Disse et al., 2013).

Pendant le clamp hyperinsulinémique-euglycémique, il faut contréler 'administration d'insuline et de glucose
pour atteindre un état d’hyperinsulinemie et d’euglycémie. En effet, le processus comprend I'administration
intraveineuse de doses physiologiquement élevées d'insuline pour forcer un état d’hyperinsulinémie constant
en méme temps que faire une infusion variée du glucose permettant d'atteindre I'état euglycémique (Antuna-
Puente et al., 2011; Dods R, 2013). La quantité d’insuline a diffuser se calcule selon la superficie corporelle du
patient (DeFronzo et al., 1979), la quantité de glucose est toujours variable et doit étre ajustée pour maintenir
un niveau constant de glucose de 90 mg/dl (CV <5 %) (Matsuda et al., 1999).

En effet, cette technique assure l'inhibition de la production de glucose par le foie et d'insuline par le pancréas
(état de stabilité) comme résultat de I'infusion constante de grandes doses d'insuline, supérieures a 40muU/m? x
min (dose par aire corporelle par minute) (état d’hyperinsulinémie) (Disse et al., 2013; Muniyappa et al., 2008;
Piché et al., 2005). A ce stade, le taux d'infusion de glucose nécessaire pour maintenir 'euglycémie est égale
au taux de captation de glucose par les tissus périphériques, notamment les muscles et les adipocytes (tissus
insulinodépendants) (Tam et al., 2012; Antuna-Puente et al., 2011; Disse et al., 2013). Bref, le taux d'infusion
du glucose (glucose infusion rate, GIR) indique le niveau de sensibilité a l'insuline, car plus les cellules de

I'organisme captent le glucose, meilleure est la sensibilité a l'insuline (Conn, 2013).

Outre sa qualité de test de référence, le clamp hyperinsulinémique-euglycémique présente des avantages a
souligner. Notamment, il permet la mesure réelle de I'utilisation du glucose dans une quantité d'insuline bien
définie (état stable) (Groop et al., 1993; Muniyappa et al., 2008). En plus, les caractéristiques du test permettent
d’avoir un bon niveau de reproductibilité (CV < 0,10) et de bien distinguer les résultats individuels (Mather et al.,
2001; Muniyappa, 2008).

2.3.2. Test oral de la tolérance au glucose

Outre, le clamp hyperinsulinémique-euglycémique, le test oral de la tolérance au glucose (Oral glucose tolerance

test, OGTT) est aussi un outil trés important, notamment en termes de fréquence d'utilisation. En effet, TOGTT
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est la méthode la plus fréquemment utilisée, mais aussi la méthode qui imite le mieux la dynamique du glucose

et de l'insuline en conditions physiologiques (Muniyappa et al., 2008).

L'OGTT reflete 'efficacité avec laquelle 'organisme utilise le glucose fourni par voie orale (Antuna-Puente et al.,
2011; Matsuda et al., 1999). Il représente un outil servant a identifier et a diagnostiquer l'intolérance de
I'organisme au glucose. De plus, ces valeurs peuvent étre incluses dans le calcul de certains indices qui
permettent d’estimer le niveau de sensibilité a l'insuline (Abdul-Ghani et al., 2006), par exemple l'indice de
Matsuda (Matsuda et DeFronzo, 1999), THOMA-IR (Matthews et al., 1985) et 'OGIS (Oral Glucose Insulin
Sensitivity) (Mari et al., 2001).

La procédure a suivre pour effectuer le test de tolérance au glucose est simple : une fois que les sujets sont
demeurés a jeun 12 heures au cours de la nuit précédente, il suffit de prendre des échantillons de sang a -30, -
15, 0, 30, 60 et 120 minutes aprés I'administration par voie orale d’'une charge de glucose de 75g. Le
prélévement des échantillons rend possible la détermination de la concentration de glucose et d'insuline (Abdul-
Ghani et al., 2006; Matsuda et al., 1999; Muniyappa et al., 2008).

2.4. Les fruits : sources alimentaires de polyphénols et d’acide
abscissique

De plus en plus d'études suggérent que les fruits représentent un groupe alimentaire qui favorise la prévention
du développement des maladies chroniques (Liu, 2013). Ces aliments fournissent différents nutriments (par
exemple des vitamines, minéraux, fibres alimentaires) et composés bioactifs, incluant des composés
phytochimiques, tels que les acides phénoliques, flavonoides et I'acide abscissique. Les fruits qui contiennent
le plus de composés phénoliques sont la grenade et les baies, notamment les myrtilles, les mdres, les
canneberges, les bleuets, les framboises et les fraises (Liu, 2013; Magnone et al., 2015; Halvorsen et al., 2006).
Quant au contenu en acide abscissique dans les fruits, il n’a pas fait I'objet de plusieurs études (voir section

2.4.4 Autres fruits ci-dessous).

2.4.1. Les baies

Les baies forment un groupe particulier des petits fruits, ce groupe est composé de différentes familles, dont les
Rosaceae (fraises, mires, et framboises) et les Ericaceae (canneberges et bleuets). Nous retrouvons une
grande variété des composés phénoliques, a différentes concentrations, selon ces petits fruits (Del Rio et al.,

2010). Il est a noter que plusieurs facteurs influent la concentration des composés phénoliques, comme les
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conditions environnementales, la génétique, le terrain de culture, le degré de maturité, le cultivar, le processus
de conservation des aliments, de méme que la quantité d’acide abscissique présente dans la plante (Buran et
al., 2012; Sandhu et al., 2010).

Tableau 2.2. Composés phénoliques présents dans les baies

Composés phénoliques Métabolites (Sources)
Cyanidine-3-O-glucoside (mdirs, fraises et sureaux)

Pelargonidine-3-O-glucoside (fraises)
Petunidine-3-0O-glucoside (bleuet)
Cyanidine-3-0O-galactoside (canneberge)
Dephinidine-3-O-galactoside (bleuets)
Cyanidine-3-O-arabinoside (canneberge)
Anthocyanes Cyanidine-3-O-rutinoside (cassis ou groseillier)
Delphinidine-3-O-rutinoside (cassis)
Cyanidine-3-0-(2"-O-xylosyl) rutinoside (groseillier a grappes)
Cyanidine-3-0O-sophoroside (framboises)
Cyanidine-3-O-sambubioside (sureaux)
Malvidine-3-O-arabinoside
Malvidine-3-O-galactosides (bleuets)
Acide gallique

Acide ellagique

Ellagitanins Sanguiinine H6 (framboises)
Lambertianine C (framboises)
Punicalagine (framboises, fraises, mires)
Quercetin-3-0-glucoside
Quercetin-3-O-galactoside
Quercetin-3-0-(2"-0-xylosyl) glucuronide
Flavonols Quercetin-3-O-rutinoside
Myricetin-3-O-glucoside
Myricetin-3-O-galactoside
Myricetin-3-O-rutinoside
Proanthocyanidin B2 dimer
Procyanidines Proanthocyanidin BS dimer
Proanthocyanidin A2 dimer
(-)-Epicatéchine

(+)-Catéchine

Flavan-3-ols

Modifié a partir de Del Rio et al., 2010; Del Rio et al., 2013

En revanche, la teneur en acides phénoliques dans les baies est un sujet trés étudié, ainsi que leurs bénéfices

sur la santé (Borges et al., 2010; Maatta et al., 2003; Hager et al., 2008). Parmi tous les composés phénoliques
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contenus dans les petits fruits, les anthocyanes occupent la premiére place en termes de quantité, suivis par
les ellagitanins, les flavan-3-ols, les procyanidines et les flavonols (voir tableau 2.2). Outre, leur concentration
élevée, I'importance des anthocyanes réside aussi dans la coloration intense qu'ils fournissent aux baies (Del
Rio et al., 2010).

2.4.2. Les fraises

La fraise appartient a la famille des Rosaceae et constitue I'un des plus importants petits fruits cultivés au monde.
Les fraises sont reconnues comme une bonne source de vitamine C, potassium, folate, caroténoides, fibres et
aussi de composés phénoliques (Aaby et al., 2007; USDA, 2015), notamment de flavanols, de flavonols et
d’anthocyanidines. A noter, les anthocyanidines figurent parmi les molécules les plus bioactives des fraises,
dont le pelargonidine est I'anthocyanidine la plus abondante (voir tableau 2.3) (Basu et al., 2014; Karlund et al.,
2015).

Tableau 2.3. Composés phénoliques contenus dans les fraises

Values/100g Fraises fraiches
Anthocyanidines (mg)
Cyanidines 1,96
Delphinidine 0,32
Malvidine -
Pelargonidine 31,27
Peonidine -
Petunidine 0,08
Flavonols (mg)
Kaempférole 0,46
Myricétine -
Quercétine 1,14
Flavan-3-ols (mg)
(-)- Epicatéchine 0,12
(-)- Epicatéchine 3-gallate 0,15
(-)- Epigallocatéchine 0,78
(-)- Epigallocatéchine 3-gallate 0,11
(+)- Catéchine 3,32
(+)- Gallocatéchine 0,03

Modifié a partir de Basu et.al., 2014.

Les effets bénéfiques des fraises sur la santé sont nombreux. Selon la recension des écrits de Giampieri et al.
(2015), des études cliniques et épidémiologiques ont montré que ce fruit posseéde une activité antioxydante,

anti-inflammatoire et un effet hypotenseur. Parmi ceux-ci, les fraises permettent de diminuer la concentration de
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divers marqueurs de réponse inflammatoire et de stress oxydatif a I'état postprandial. L’étude d’'Edirisinghe et
al. (2011) montre que les valeurs de protéine-C réactive (CRP) et d'IL-6 sont moins élevées (p<0,05) chez des
sujets en surpoids recevant un traitement a base de jus de fraises par rapport aux sujets recevant uniquement
un placebo (Edirisinghe et al., 2011). En outre, Burton-Freeman et al. (2010) rapporte aussi une diminution des
triglycérides (p=0,005) et des LDL oxydées (p=0,01) chez des sujets hyperlipidémiques recevant un breuvage

de fraises comparés aux sujets recevant un breuvage placebo (Burton-Freeman et al., 2010).

Des effets bénéfiques obtenus par la consommation de fraises sur le métabolisme du glucose ont été également
observés. Par exemple, la prise d’un breuvage de fraises réduirait la sécrétion d'insuline postprandiale (p<0,05)
et ce, aprés la consommation d’'un repas riche en glucides et modéré en matiéres grasses (Edirisinghe et al.,
2011). De plus, la réponse glycémique postprandiale serait moins importante (p<0,05) aprés la prise d’une

confiture de fraises par rapport a une charge de glucose (50g) (Kurotobi et al., 2010).

2.4.3. Les canneberges

Les canneberges appartiennent a la famille des Ericaceae, comme les bleuets. Cependant, les canneberges
contiennent plutét des composés de cyanidine et péonidine, alors que les bleuets contiennent surtout de la
delphinidine et de la malvidine (Del Rio et al., 2010).

En revanche, les canneberges représentent une source importante de proanthocyanidines (PACs) (en moyenne
4188mglkg) comparé aux bleuets (1798 mg/kg), groseilliers noirs (1478 mg/kg), fraises (1450 mgl/kg),
framboises (302 mg/kg) et mdres (270 mg/kg). Il est a souligner que la plupart des PACs retrouvés dans les
baies se retrouvent sous forme de polyméres (+74%) et la minorité sous formes de monoméres, dimeres et
triméres (Gu et al., 2004).

Parmi les effets des canneberges sur la santé, on reléve leur potentiel a réduire le risque cardiovasculaire. En
effet chez I'humain, la consommation d’un jus de canneberges a faible teneur en calories peut diminuer les
niveaux plasmatiques de triglycérides et de protéine C réactive et la tension artérielle diastolique (Novotny et
al., 2015). Chez la souris, la consommation d’'un extrait des canneberges contribue aussi a diminuer les niveaux
des triglycérides plasmatiques et I'obésité viscérale, en plus d'aider a réduire I'inflammation intestinale et le
stress oxydatif (Anhé et al., 2015).
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2.4.4. Les autres fruits

Les composés phénoliques des agrumes appartiennent au groupe des flavanones, dont I'hespérétine et la
naringénine en sont les plus abondantes. Leurs métabolites tissulaires se trouvent principalement sous formes
glucoronidés, diglucoronidées et sulfatées (Del Rio et al., 2013; Mullen et al., 2008). Par ailleurs, les flavones

des agrumes sont présentés plut6t en forme polyméthoxylée : nobilétine et tangérétine (Del Rio et al., 2013).

Les composés phénoliques de la pomme se trouvent en grande partie sous forme de flavanols, principalement
d'(-)épichatéchine et de procyanidines, d’'acide hydroxycinnamique (acide 5-caféoylquinique et acide 4-p-
coumaroylquinique), de dihydrochalcones, de phloridzine (phlorétine glucoside), de phlorétine xyloglucoside et
de flavonols. Nous retrouvons aussi de bonnes quantités d’anthocyanes dans la peau de quelques variétés de

pommes (Manzano et Williamson, 2010).

Pour ce qui est de la grenade, elle montre des quantités importantes d’ellagitanins, notamment de punicaline et
de punicalagines. Il est intéressant de souligner que I'acide ellagique est transformé en urolithine par I'action du

microbiote intestinal (Adams et al., 2010).

Quant aux prunes, le contenu total en composés phénoliques correspond a environ 1595-1922 mg/kg. L'étude
de Donovan et collaborateurs (1998) montre que les prunes séchées et dénoyautées contiennent plus de
composés phénoliques que celles avec noyaux ou que le jus de prune (Donovan et al., 1998). L'étude réalisée
par Nakatani en 2000 a identifié plusieurs isoméres d’acide chlorogénique dans les prunes (Nakatani et al.,
2000), notamment 'acide 3-O-caféoylquinique (3-CQA) (1228-1372 mg/kg), suivi en concentration par I'acide
4-O-caféoylquinique (4-CQA), I'acide 5-O-caféoylquinique (5-CQA), I'acide caféique, I'acide p-coumarique et la
rutine (Nakatani et al., 2000). Il faut noter que les acides caféoylquiniques sont les composantes possédant la

plus importante capacité antioxydante parmi celles retrouvées dans les prunes (Kikuzaki et al., 2004).

En ce qui concerne l'information disponible sur la concentration d’acide abscissique (ABA) dans les fruits, celle-
ci est limitée. Néanmoins, quelques indications portant sur l'identification d’ABA et de ses composés dérivés
sont disponibles. Par exemple, I'étude de Kikuzaki et al. en 2004 a mis en évidence la présence de sept

composés d'acide abscissique dans les prunes séchées (Kikuzaki et al., 2004).

Plus tard, en 2015, Magnone et ses collégues ont déterminé le contenu de 6-cis-(S)-ABA dans certains fruits
qui étaient considérés comme fréquemment consommés dans la diete occidentale. En effet, ils ont analysé la
figue, I'abricot, la banane, la myrtille et la pomme. Les résultats de ces analyses montrent que la figue posséde
la plus grande quantité d’ABA parmi les fruits analysés (2812 pmol/g masse fraiche). En second lieu se retrouve
la myrtille (1444 pmol/g masse fraiche), suivi par I'abricot (1220 pmol/g masse fraiche), la banane (835 pmol/g

masse fraiche) et les pommes (90 pmol/g masse fraiche).
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L'ensemble des molécules contenues dans les différents fruits peut ainsi leur conférer des propriétés bénéfiques
pour la santé. Par exemple, l'inclusion d’un extrait d’abricots dans I'alimentation peut diminuer la glycémie et
linsulinémie chez des sujets humains en santé (Magnone et al., 2015). De plus, la consommation des
polyphénols de raisins peut favoriser la prévention du stress oxydatif et de la résistance a I'insuline (Hokayem
etal., 2013). Tout comme pour les raisins, la consommation de polyphénols de bleuets favorise une amélioration
de la sensibilité a I'insuline (mesuré par clamp hyperinsulinémique-euglycémique) chez des sujets humaines,
obéses, non-diabétiques et résistants a l'insuline (Stull et al., 2010). Plusieurs études in vitro, chez I'animal et
chez I'humain ont montré des effets bénéfiques des polyphénols de raisins dans la diminution du processus
d’athérosclérose par l'inhibition de I'oxydation des LDL et de I'agrégation plaquettaire, ainsi que I'amélioration
de la fonction endothéliale, la diminution de la pression sanguine et la réduction de I'inflammation (Dohadwala
et Vita, 2009).

2.5. Composés phénoliques

2.5.1. Description générale

Les végétaux contiennent de nombreux composés chimiques dont certains sont des molécules bioactives
(Hokayem et al., 2013). Nous observons en effet plus de 8000 composés d'origine naturelle qui appartiennent
au groupe de composés phénoliques (Stalikas, 2007). Afin de mieux connaitre leurs modes d’action, il importe

d'identifier leurs voies de synthése et leurs profils pharmacocinétiques (Hanhineva et al., 2010).

Les composés phénoliques, tout comme l'acide abscissique, jouent un rble dans les plantes comme
mécanismes de défense contre les stress biotique et abiotique. Par exemple, les épicatéchines, flavonoides,
anthocyanes et les acides chlorogéniques sont produits en réponse au stress de sécheresse, alors que les
anthocyanes et les flavonoides sont produits en réponse au stress salin (Akula et al., 2011). Finalement, les
phénols sont sécrétés pour se défendre contre les infections, les blessures (Stalikas, 2007), la croissance

bactérienne et fongique (fonction de phytoalexines) (Corcoran et al., 2012; Gimeno, 2004).

Structurellement, les polyphénols peuvent étre des molécules simples comme les acides phénoliques ou des
molécules trés complexes telles que les procyanidines (Sandhu et al., 2012). L'importance des composés
phénoliques comprend autant leur capacité antioxydante (in vitro) et anti-inflammatoire que leur réle colorant et
la saveur qu'ils conférent aux aliments (Gimeno, 2004; Lacampagne et al., 2010). En outre, I'importance de
polyphénols se trouve aussi dans leur activité prébiotique (régulation du microbiote intestinal), un théme trés
étudié actuellement (Anhé et al., 2013; Cardona et al., 2013).
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2.5.2. Modes d’extraction

Le processus d'extraction de ces molécules représente le point de départ avant l'isolation, 'identification et
I'utilisation des composés phénoliques. De fagon générale, les méthodes d’extraction commencent avec le
séchage de la matiere végétale, la mouture ou la lyophilisation. Cependant, dans le cas des plantes fraiches, il
est possible de démarrer 'extraction uniquement en les immergeant dans I'eau. Par la suite, une extraction par
solvant devient nécessaire pour séparer les composés phénoliques. L'extraction par solvant peut se faire soit
par extraction liquide-liquide ou bien par extraction solide-liquide. Des méthodes de purification sont aussi
nécessaires puisque ces méthodes impliquent une co-extraction des substances non phénoliques, telles que

les sucres, acides organiques et protéines (Ignat et al., 2011).

L'extraction liquide-liquide est une méthode trés répandue qui permet de séparer un soluté spécifique contenu
dans une solution liquide. Ce type d‘extraction permet de séparer un soluté entre deux solvants selon son affinité
pour I'une ou l'autre des phases non miscibles. En effet, I'extraction liquide-liquide est fréquement utilisée pour
séparer les polyphénols provenant de breuvages. Ainsi, le résultat de la séparation donne un extrait riche en
polyphénols et un raffinat contenant peu de polyphénols. De son c6té, I'extraction solide-liquide correspond a
une migration de solides contenus dans une matrice solide vers un solvant liquide qui est en contact la matrice
nommée. Cette méthode est largement utilisée, notamment pour récupérer certains composants alimentaires

importants (polyphénols) & partir d'aliments solides (Ignat et al., 2011).

Les agents d’extraction (solvants) déterminent I'efficacité de I'extraction, car ils présentent différentes polarités
selon leur capacité a former des ponts hydrogéne. Les solvants plus utilisés sont le méthanol acidifié et I'éthanal,
et parmi ceux-ci, le méthanol acidifié est le plus efficace (Galaction et al., 2011). Pour les polyphénols, on utilise
le méthanol. De plus, en matiére d'efficacité de méthodes, le processus ultrasonique représente le plus
performant. En effet, il permet un bon contact entre la matrice de I'échantillon et I'agent d’extraction, c’est
pourquoi il est utilisé aussi pour améliorer I'extraction des lipides, des protéines, et des composés phénoliques
(Ignat et al., 2011).

2.5.3. Classification
Les composés phénoliques se divisent en deux grands groupes, en effet, selon leur structure chimique, ils
appartiennent aux groupes des flavonoides et des non-flavonoides. Cette classification se fait en fonction de la

quantité d’anneaux phénoliques et des éléments structuraux qui les lient entre eux (Del Rio et al., 2013; Manach
et al., 2004).
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Du cbté des flavonoides, il y a une subdivision en plusieurs sous-groupes. Ces sous-groupes sont les flavonols,
les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavan-3-ols et les anthocyanidines alors qu'a l'intérieur du
groupe des non-flavonoides ne se trouvent que deux sous-groupes, l'un constitué par les phénols non-

carboxyliques, et 'autre constitué par les acides phénoliques (Del Rio et al., 2013; Gimeno, 2004).

En tant que métabolites des plantes, les acides phénoliques se référent @ un groupe d’acides organiques
aromatiques classifiés selon la structure qu'ils présentent. Ainsi, ces acides présentent deux structures de
carbone différentes bien spécifiques, soit une structure d’acide benzoique (C6 — C1) ou d’acide cinnamique
(C6 — C3). Avec une méme structure de base (benzoique ou cinnamique), il est possible de rencontrer une
variété d'acides selon le numéro et la position des groupes hydroxyle autour du noyau aromatique (voir tableau
2.4) (Del Rio et al., 2013; Stalikas, 2007).

Tableau 2.2. Principaux acides phénoliques selon leur structure de carbone

ACIDES HYDROXYBENZOIQUES ~ ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES

Acide benzoique Acide cinnamique
Acide p-hydroxybenzoique Acide o-coumarique
Acide vanillique Acide m-coumarique
Acide gallique Acide p-coumarique
Acide protocatéchique Acide férulique
Acide syringique Acide sinapique
Acide gentisique Acide caféique

Acide vératrique
Acide salicylique

Modifié a partir de Stalikas, 2007

Les flavonoides se caractérisent par la présence de quinze atomes de carbone formant trois anneaux et de
deux noyaux aromatiques connectés par un pont de trois atomes de carbone. La plupart des flavonoides dans
les plantes se retouvent surtout sous forme de glycosides plutdt qu'aglycones (Anhé et al., 2013; Del Rio et al.,
2013). Il existe de nombreuses classes de flavonoides avec différentes molécules selon les différents groupes

(voir tableau 2.5).
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Tableau 2.3. Différentes classes de flavonoides

Flavones Flavonols Flavan-3-ols Flavanones Isoflavones Anthocyanidines
Apigénine Quercétine (+)-Catéchine Naringinine Génistéine Cyanidine
Lutéoline Kaempférol (-)-Epicatéchine Naringine Génistine Cyanine
Chrysine Galangine (-)-Epigallocatéchine Hespéritine Daidzéine Péonidine
Fisetine Hespéridine Daidzine Delphinidine
Myricétine Ononin Pélargonidine
Malvidine

Modifié a partir de Stalikas, 2007

2.5.4. Biodisponibilité

Pour que polyphénols entrainent des bénéfices santé, il faut considérer la quantité consommée et leur
biodisponibilité. En effet le niveau de biodisponibilité varie selon I'acide phénolique consommé (Manach et al.,
2004).

2.5.4.1. Acides phénoliques

L'absorption intestinale de I'acide p-coumarique et de I'acide férulique, deux acides phénoliques, a été testée
chez les rats. Les résultats in vivo ont démontré que 'absorption de ces acides se fait par un transporteur d’acide
monocarboxylique. En plus, I'acide p-coumarique est absorbé rapidement et il reste intact (pic 10 minutes aprés
le dosage). Les auteurs ont jugé la biodisponibilité de I'acide p-coumarique comme étant élevée en comparaison

avec celle de I'acide gallique (70% de plus) (Konishi et al., 2004).

Cependant, Zhao et Moghadasian (2010) dans leur recension de la littérature ont conclu qu'il y a un manque
d'études portant sur la biodisponibilité relative des acides hydroxycinnamiques. De son c6té, Marin et al. (2015)
affirment que linformation concernant la biodisponibilitt de l'acide chlorogénique est insuffisante et

contradictoire (Marin et al., 2015).

Malgré le manque d'information, Zhao et Moghadasian (2010) ont fait une comparaison des aires sous la courbe
(AUC) des acides hydroxycinnamiques. Les auteurs proposent un ordre de biodisponibilité selon le taux
d’absorption suivant : acide chlorogénique < acide rosmarinique < acide caféique < acide férulique < acide p-

coumarique (Zhao et Moghadasian, 2010).
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2.5.4.2. Flavonoides

La biodisponibilité des flavonoides est faible (1%-10%). En effet dans le sang et les tissus, les flavonoides et
leurs métabolites se trouvent en concentrations nanomolaires. Ainsi, les anthocyanes et les flavan-3-ols
présentent la plus faible biodisponibilité, tandis que les isoflavones ont une biodisponibilité plus élevée. Il est
opportun d’ajouter que plusieurs aspects influencent la biodisponibilité, notamment le microbiote, ainsi que la
présence de protéines, de fibres, de macronutriments et de micronutriments, de méme que le temps du transit

gastro-intestinal (Corcoran et al., 2012).

Les aglycones de flavonoides subissent d'importantes conjugaisons par des enzymes de phases Il pendant et
aprés l'absorption intestinale. Les résultats de ces conjugaisons avec les enzymes sont des composés
méthoxylés, glucoronidés et sulfatés. Nonobstant la conjugaison, ce sont les métabolites des flavonoides qui
montrent des effets santé plutdt que les composés conjugués et les formes libres de ses composés (Corcoran
etal., 2012).

Le microbiote du c6lon effectue une biotransformation intense et certains métabolites pourraient avoir une
activité importante. Cela implique des processus de déshydroxylation, de dégradation, de déméthylation, ainsi
que la rupture de I'anneau C. Les composés bioactifs qui en résultent se trouvent dans l'intestin et le sang.
Finalement, I'élimination des flavonoides absorbés et de ses métabolites se fait par 'urine et la bile. Cependant,
ils peuvent étre réabsorbés par la voie biliaire dans le duodénum ou par le cycle entéro-hépatique (Corcoran et
al., 2012).

2.5.4.3. Procyanidines

Les procyanidines se retrouvent en quantité élevée dans les aliments végétaux consommeés par les humains.
Grace a leur présence tres répandue dans le régne végétal, les procyanidines représentent plus de 50 % de la
consommation quotidienne des composés phénoliques (Gu et al., 2004). Cependant, leur biodisponibilité est
faible et varie selon plusieurs facteurs. En effet, la structure chimique du composé influence I'absorption,

notamment le degré de polymérisation et la présence de groupements fonctionnels galliques (Serra et al., 2010).

Dans ces circonstances, des études faites chez I'animal, chez I'humain et par digestion in vitro rapportent que
la biodisponibilité des procyanidines est faible (Serra et al., 2010). Effectivement, la plupart des procyanidines
consommées passent par 'estomac et l'intestin gréle sans étre modifiées (Rios et al., 2002; Serra et al., 2010).
Lorsqu’elles arrivent au cdlon, le microbiote les dégrade en composés plus simples, notamment en acides

phénoliques et en valérolactones (Appeldoorn et al., 2009; Stoupi et al., 2010).
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En tant que polyméres, les procyanidines doivent étre divisées en monoméres et diméres pour devenir
absorbables (Serra et al., 2010). Une fois absorbées, les procyanidines se conjuguent avec différents groupes,
tels que glucuronides, sulfates et méthyles pour accéder par la suite a la circulation (Appeldoorn et al., 2009;
Serra et al., 2010). Tout comme dans le cas de la plupart des composés polyphénoliques, les diméres de
procyanidines qui arrivent au c6lon ont la possibilité d'étre métabolisées et donc d'étre transformées en acides

phénoliques (Stoupi et al., 2010; Tzounis et al., 2008).

2.5.4.4. Ellagitanins

Dans la recension de la littérature publiée par Del Rio et al. (2013), il est indiqué que la plupart des études
concernant la biodisponibilité des ellagitanins ont été réalisées avec la grenade. Cependant, leur biodisponibilité
a été aussi étudiée a partir de framboises (Gonzélez-Barrio et al., 2010), de fraises, des noix, ainsi que de vins
vieillis. La sélection des aliments a été faite sur deux principes, par leur contenu en ellagitanins et par leur

fréquence de consommation dans 'alimentation occidentale (Cerda et al., 2005).

L'un des résultats de la consommation de grenade révele qu'a partir des ellagitanins consommeés, une certaine
quantité d’acide ellagique est libérée grace a I'nydrolyse acide. Ainsi, les composés phénoliques contenus dans
le jus de grenade sont facilement absorbés au niveau de I'estomac et de l'intestin gréle proximal. Ensuite, le
reste des ellagitanins, de méme que quelques molécules d’acide ellagique encore circulantes, continuent leur

parcours jusqu’au cblon (Seeram et al., 2006).

2.5.5. Relation avec le métabolisme du glucose et la sensibilité a l'insuline.

L'intérét croissant pour les composés phénoliques s’explique par la publication de plus en plus d'évidences
scientifiques montrant leurs effets protecteurs sur la santé. En effet, les polyphénols en tant que métabolites
secondaires des plantes préviennent plusieurs maladies chroniques (Rodriguez-Mateos et al., 2014). Le groupe
des composés phénoliques possede des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, chimio-préventives et
neuro-protectrices uniques. De plus, il a été démontré que la consommation de ces composés influence le

métabolisme du glucose et la sensibilité a I'insuline (Hanhineva et al., 2010).

Le rapport entre la consommation des polyphénols et 'amélioration du métabolisme du glucose est une relation
difficile a établir a cause de la grande hétérogénéité des flavonoides (structure, biodisponibilité, absorption et
métabolisme). Néanmoins plusieurs études réalisées chez 'humain se sont déja concentrées sur ce théme
(Wedick et al., 2012; Zamora Ros et al., 2014).

22



Bien que les résultats ne soient pas concluants, certaines études ont rapporté des résultats prometteurs
(Brasnyo et al., 2011; Crandall et al., 2012; Térronen et al., 2009; Wilson et al., 2008). En effet, Wedick et ses
collaborateurs (2012) ont montré a partir de données de la Nurses’ Health Study qu’une diminution du risque de
diabéte de type 2 (DT2) était reliée a un apport élevé en anthocyanes en comparant le quintile supérieur au
quintile inférieur de consommation. A titre d’exemple, les chercheurs ont observé une différence entre ces deux
quintiles de consommation dans l'ingestion de bleuets qui était de I'ordre de =2 portions/jour (quintile supérieur)
contre <1 portion/mois (quintile supérieur). Le rapport des risques (hasard ratio) était de 0,85 en faveur du
quintile supérieur (95 % CI : 0,80-0,90; p<0,001) (Wedick et al., 2012).

Une analyse individuelle des anthocyanes a de plus montré que la cyanidine avait la plus forte corrélation avec
la diminution du risque de diabéte de type 2 (HR: 0,79; 95 % CI : 0,72, 0,85), tandis que la pelargonidine ne
montrait aucun effet positif significatif (HR : 0,97; 95 % CI : 0,92, 1,03; p=0,79). Les pommes, les poires, les
fraises et les bleuets sont parmi les sources alimentaires qui montrent des effets positifs (risque diminué du

DT2) et significatifs les plus intéressants (p<0,01 dans tous les cas) (Wedick et al., 2012).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés dans une étude réalisée dans la population finlandaise. Selon
la diéte de cette région, les sources alimentaires de polyphénols qui ont mieux corrélé avec la diminution de
diabéte de type 2 étaient les pommes (p=0,003) et les baies (p=0,03). Les auteurs ont trouvé une tendance
(p=0,07) entre la diminution du risque du diabéte de type 2 et la consommation de quercétine et myricétine
(flavonols) (Knekt et al., 2002).

Une étude réalisée par Zamora-Ros et collaborateurs en 2014 a confirmé la tendance inverse entre le risque de
développer le diabéte de type 2 et I'apport en flavonoides, plus spécifiquement en monomeéres de flavan-3-ols
(épigallocatéchine 3-gallate, épicatéchine 3-gallate, épigallocatéchine, épicatéchine, catéchine, catéchine 3-
gallate, gallocatéchine) (p<0,05), en diméres (p=0,003) et en trimeres de proanthocyanidines (p=0,07) et aussi

avec la myricétine (p=0,001) (flavonol) (Zamora-Ros et al., 2014).

Concernant les effets positifs de la prise de resvératrol (polyphénol de la famille de stilbénes) sur le métabolisme
du glucose, Crandall et al. (2012) ont trouvé que l'impact d’'une consommation de 1 a 2 g resvératrol/j sur 4
semaines permettait d’améliorer la sensibilité de 'organisme a l'insuline de 23%, mais aussi de diminuer le pic
du glucose postprandial (Crandall et al., 2012). Brasnyo et al. (2011) ont montré que I'amélioration de la

sensibilité a 'insuline était expliquée par I'activation de la voie de signalisation de I'Akt (Brasnyo et al., 2011).

Plusieurs mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer les effets bénéfiques de la consommation des
polyphénols. Par exemple, la consommation de flavonoides permet la diminution de la résistance a l'insuline en

réponse a I'amélioration de la fonction endothéliale (Wedick et al., 2012). En effet, 'étude de Schroeter et
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collaborateurs en 2006 a démontré une amélioration de la dilatation du flux sanguin avec une diminution de la

pression sanguine en présence des flavan-3-ols, notamment I'épicatéchine (Schroeter et al., 2006).

D'autres effets proposés sont I'inhibition de la digestion des glucides et de 'absorption du glucose dans l'intestin,
la protection des cellules béta du pancréas contre la glucotoxicité, la suppression de la libération de glucose du
foie et 'amélioration de la captation du glucose par les tissus périphériques, ainsi qu’une production réduite de
radicaux libres grace au maintien des hauts niveaux de substrats pour I'oxydation (Hanhineva et al., 2010;
Hokayem et al., 2013).

Au niveau de la digestion intestinale, l'alpha-amylase et I'alpha-glucosidase sont les enzymes clés pour
I'hydrolyse des glucides en glucose. Les composés phénoliques inhibent I'action de ces enzymes et diminue
ainsi le taux d’absorption et de libération intestinale du glucose. L'ensemble de ces actions permet d’atténuer
I'hyperglycémie postprandiale et par la suite, de favoriser 'homéostasie du glucose. Du c6té de I'absorption, les
composés phénoliques exercent une action bénéfique grace a l'inhibition des transporteurs du glucose SGLT1
et GLUT2 (Hanhineva et al., 2010).

Chez des modéles animaux, une amélioration du métabolisme du glucose, de la sensibilité a l'insuline et des
dysfonctionnements des cellules béta du pancréas a été observée grace a la régulation du GLUT4 (Wedick et
al., 2012). Ces effets ont été atteints par I'action de sous-classes d’anthocyanes, notamment de cyanidine-3-
glucoside, delphinidine-3-glucoside et petunidine-3-glucoside (contenus dans les graines de soja noires)
(Nizamutdinova et al., 2009).

Par ailleurs, les analyses des composés phénoliques ont montré que trés peu d’entre eux exercent a eux seuls
un effet bénéfique sur la prévention du diabéte de type 2 (Hanhineva et al., 2010). L’acide férulique (AF) est 'un
des composés phénoliques ayant montré des effets bénéfiques a lui seul ainsi qu'une meilleure absorption par
rapport aux autres composés phénoliques (Senaphan et al., 2015). En 2003, une étude chez le rat a montré
qu’une faible dose d’AF (10 mg/kg) permet d'obtenir les mémes bénéfices que la prise d’un médicament
antidiabétique (0.6 mg/kg glibenclamida). En effet, le traitement avec AF a provoqué chez le groupe
expérimental une réduction des niveaux de la glycémie, des acides gras libres, des triglycérides, du cholestérol
et des phospholipides lorsque comparé au groupe contréle (p<0,001) (Balasubashini et al., 2003). En 2007, une
étude chez les souris a montré que la consommation d'AF favorisait la diminution de la glycémie, du cholestérol
total et des lipoprotéines de basse densité (LDL), ainsi que I'élévation des niveaux d'insuline. Les mécanismes
qui semblent associés a ces résultats sont I'élévation de la synthése du glycogene hépatique et de I'activité de

la glucokinase (Jung et al., 2007).
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De plus, une dose de 30-60 mg/kg d’AF administrée par voie orale serait suffisante pour obtenir une amélioration
significative de la sensibilité a l'insuline et du profil lipidique, ainsi qu'une réduction de la tension artérielle
(p<0,05) chez le rat (Senaphan et al., 2015). Donc, l'acide férulique (AF) possederait des propriétés
antidiabétiques qui peuvent se comparer aux propriétés de la metformine (Narasimhan et al., 2015) et de la
glibenclamida (Balasubashini et al., 2003). Les mécanismes qui semblent responsables de [action
antidiabétique sont ceux liés a I'noméostasie de la glycémie (Narasimhan et al., 2015) comme I'élévation de la
synthése du glycogéne hépatique, I'activité de la glucokinase ainsi que la glycogéne synthase (chargée de la
glycogénogenése) (Jung et al., 2007; Narasimhan et al., 2015). De plus, il y a aussi une réduction bénéfique de
I'activit¢ de la glycogéne phosphorylase et des enzymes de la gluconéogenése (phosphoénolpyruvate

carboxykinase « PEPCK ») et glucose-6-phosphatase (« G6Pase ») (Narasimhan et al., 2015).

Il apparait que plusieurs effets bénéfiques ont été identifiés dans les différents groupes de polyphénols,
cependant les quelques études réalisées chez 'humain ont été réalisées a petite échelle. Il faudrait donc,
promouvoir une recherche des mécanismes d’action, en particulier la compréhension de la biodisponibilité des

polyphénols (Del Rio et al., 2013).

2.6. Acide abscissique

2.6.1. Description générale et fonctions physiologiques de 'ABA chez les
organismes végétaux

L'acide abscissique (ABA) n'appartient pas au groupe des composés phénoliques, mais plutdt au groupe des
sesquiterpétoides (Buran et al., 2012; Trapp et al., 2014). Il s’agit d’une des cing classes d’hormones les plus
importantes au niveau végétal (Bassaganya-Riera et al., 2010; Li et al., 2011; Sheth Devang, 2012). En tant que
phytohormone, I'ABA permet non seulement de réguler la croissance et le bon développement des plantes, mais
aussi de les protéger contre le stress environnemental (Lépez-Carbonell et Jauregui, 2005; Sandhu et al., 2011),
notamment contre la sécheresse (Bassaganya-Riera et al., 2010; Bertoncelj et al., 2011). De plus, I'application
d’ABA exogéne aux cultures semble avoir le potentiel d’'améliorer la capacité antioxydante et le contenu des
composés phénoliques présents dans certains fruits et Iégumes (Lacampagne et al., 2010; Li et al., 2010;
Sandhu et al., 2011). Malheureusement, I'utilisation d’ABA peut entrainer une diminution du rendement de
certaines cultures (Buran et al., 2012; Li et al., 2010; Sandhu et al., 2011).

Bien que I'ABA soit un sesquiterpénoide (Dudonné et al., 2015; Lépez-Carbonell et Jauregui, 2005), sa voie de

biosynthése ne suit pas celle correspondant a cette classe de terpénoides (Bassaganya-Riera et al., 2010). En
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effet, sa voie de biosynthése devrait étre celle du farnésyl-pyrophosphate, mais 'ABA est plutét formé a partir

de la scission d’un précurseur Cy-caroténoide (Bassaganya-Riera et al., 2010; Nambara et al., 2005).

2.6.2. Modes d’extraction (ABA)

Antérieurement, les procédés d’extraction de I'ABA étaient plutét laborieux (Le Page-Degivry et al., 1986; Lopez-
Carbonelle et Jauregui, 2005; Zeevaart et Creelman, 1988). Cependant, de nos jours, les méthodes utilisées
sont simples et rapides. En effet, il suffit de sécher I'échantillon, de le reconstituer et finalement de I'analyser
par chromatographie liquide a ultra-haute ou haute performance couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-
MS/UHPLC-MS) (Bodrato et al., 2009; Dudonné et al., 2015; Trapp et al., 2014; Zhou et al., 2003; Zocchi et al.,
2001) ou par essai d'immunoabsorption enzymatique (ELISA) (Ameri et al., 2015; Bruzzone et al., 2012a,b,c;
Zocchi et al., 2001). Il est a noter que la préparation de I'échantillon détermine I'exactitude de la mesure d’ABA
et de ses métabolites. Cette préparation inclut a la fois I'extraction et la purification partielle de I'échantillon
(Lopez-Carbonelle et Jauregui, 2005; Owen et Abrams, 2009; Zhou et al., 2003).

Récemment certaines études nécessitaient la réalisation de I'extraction et la détermination d’ABA plasmatique,
donc de nouvelles méthodes d'extraction d’ABA effectuées a partir du plasma humain ont été également
développées (Ameri et al., 2015; Bruzzone et al., 2015; Bruzzone et al., 2012a,b,c; Magnone et al., 2015; Sheth
Devang, 2012). Ainsi, les nouvelles techniques d’extraction d’ABA du plasma sont basées sur les méthodes
utilisées antérieurement chez les plantes et les tissus des mammiféres (Bruzzone et al., 2011; Bruzzone et al.,
2012a; Lacampagne et al., 2010; Magnone et al., 2015; Zocchi et al., 2001). Tel est notamment le cas de la
méthode d’'Owen et Abrams (2009) qui a été adaptée a partir de la méthode développée par Chiwocha et al.
(2003). Cette méthode d'extraction est considérée précise grace a I'utilisation d’analogues de deutérium pour
chaque composé comme standard, mais aussi grace a I'emploi d'une méthode de quantification par technique
de spectrométrie de masse hautement spécifique et sensible (Multiple Reaction Monitoring). Cette méthode a

été utilisée pour effectuer nos analyses des échantillons du plasma et du jus de fraises et canneberges.

Pour ce qui est de I'extraction de 'ABA a partir de sources végétales, d'autres auteurs ont aussi proposé une
extraction fournissant des résultats avec de bonnes limites de détection, de répétabilité et de linéarité (Lolpez-
Carbonell et Jauregui, 2005). Certes, lors des extractions faites dans tissus végétaux, 'ABA est facilement
soluble dans plusieurs solvants, notamment I'acétone (70-100%) (Lopez-Carbonelle et Jauregui, 2005; Zhou et
al., 2003), le méthanol aqueux (80-90%) (Trapp et al., 2014; Lopez-Carbonelle et Jauregui, 2005) et I'acide
acétique (0,5-2%) (Dudonné et al., 2015; Lopez-Carbonelle et Jauregui, 2005; Zhou et al., 2003).
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Il faut souligner a cet égard que I'extraction faite avec un mélange de méthanol/d’eau/d’acide acétique, de méme
qu’'un mélange d’acétone/d’eau/d’acide acétique (80:19:1, v/v) donne des résultats reproductibles et évite la
formation d’acide abscissique méthylé (ABA-Me) (Lopez-Carbonelle et Jauregui, 2005). Effectivement, il faut
éviter la formation de ce métabolite ce qui permet une meilleure récupération de 'ABA a état libre. Donc, ces

auteurs ont privilégié la derniére méthode d’extraction pour garantir une récupération efficace de 'ABA.

L’extraction d’ABA des échantillons du plasma est faite également a I'aide d’un solvant organique, notamment
du méthanol (Bruzzone et al., 2012a,b,c; Bruzzone et al., 2015; Ameri et al., 2015, Magnone et al., 2015). En
fait, tous ces auteurs ont adopté la méthode d'extraction d’ABA de granulocytes et de kératinocytes que I'équipe
de Bruzzone a utilisée en 2012 (Bruzzone et al., 2012b). Cette méthode commence par 'homogénéisation des
échantillons sur une solution méthanol/eau (80:20 v/v), suivie par I'évaporation du méthanol, I'acidification de
I'extrait aqueux avec acide trifluoroacétique et une derniére extraction avec éther diéthylique (Zocchi et al.,
2001). En bref, les méthodes d’extraction de I'ABA de différentes matrices d’échantillons montrent plusieurs

similarités.

2.6.3. Fonctions physiologiques de 'ABA chez les mammiféres

Plusieurs fonctions physiologiques de I'ABA ont été décrites aprés sa détection dans les tissus de mammiféres
en 1986 (Le Page-Degivry et al., 1986). Les premiers travaux ont été réalisés sur des cellules in vitro et sur des
modéles animaux. Au cours des années, on a montré que I'ABA avait une action sur le métabolisme humain et
particulierement au niveau du métabolisme du glucose (Ameri et al., 2015; Bruzzone et al., 2008). En effet, il
semble que les cellules béta pancréatiques peuvent sécréter de I'ABA, particuliérement en présence d’une
concentration élevée de glucose (Bruzzone et al., 2012a). Par ailleurs, 'ABA agirait aussi sur d'autres tissus.
Par exemple, les cellules souches mésenchymateuses humaines (CSM) libérent de 'ABA en réponse aux
signaux de stress, telles que la présence de TNF-a, d'IL-8 et de RANTES (chimiokines). De plus, 'ABA stimule
|la libération des cytokines pour la stimulation de I'hématopoiése et cela, sans affecter la différenciation cellulaire.
Cette libération de cytokines immunomodulatrices favorise une réduction de I'effet négatif des lymphocytes sur
I'hématopoiése (Scarfi et al., 2008). L’ABA stimule aussi la mobilisation des CSM aux tissus endommagés et
permet leur récupération (Fox et al., 2007). D'autres cellules sont capables de produire et de sécréter 'ABA.
Par exemple les granulocytes (Bruzzone et al., 2007; Bruzzone et al., 2012b; Bruzzone et al., 2015), les
monocytes (Magnone et al., 2009), les kératinocytes (Bruzzone et al., 2010; Bruzzone et al., 2012b) et les
fibroblastes (Bruzzone et al., 2012c). Les différents travaux de recherche de I'équipe de Bruzzone révelent que
tous ces types cellulaires sécrétent 'ABA en présence d’un stimulus pro-inflammatoire (réponse autocrine pro-

inflammatoire) (Bruzzone et al., 2010; Bruzzone et al., 2015; Tossi et al., 2012).
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Des modeéles animaux ont permis de déterminer les fonctions d’ABA liées a certaines maladies. Par exemple,
I'équipe de Guri (2010a) a identifié que I'ABA améliorait I'inflammation du c6lon chez les souris présentant une
colite ou une maladie inflammatoire chronique de l'intestin. Ces auteurs ont observé que la consommation aigué
de 100 mg/kg d’ABA favorisait la réduction de I'expression des molécules d’adhésion et des cytokines pro-
inflammatoires dans la muqueuse colique (Guri et al., 2010a). lls ont également noté que I'’ABA produisait des
effets bénéfiques sur I'athérosclérose chez les souris, et ont particulierement observé une réduction de
I'expression des genes inflammatoires dans I'aorte et une réduction des lésions athérosclérotiques (effet local

anti-athérogéne). Enfin, ils ont observé une réduction de la pression artérielle systolique (Guri et al., 2010b).

2.6.4. Biodisponibilité (ABA)

Malgré la grande quantité d’information disponible concernant les effets bénéfiques de I'ABA endogéne (Ameri
et al., 2015; Bassaganya-Riera et al., 2010; Hai-Hang et al., 2011), il existe beaucoup moins d'information sur
les effets bénéfiques que peut entrainer 'ABA de sources exogénes (Bruzzone et al., 2015; Guri et al., 2007;
Guri et al., 2010b). En fait, I'étude des effets bénéfiques obtenus par la supplémentation en ABA exogéne est
limitée aux résultats du gavage chez I'animal. L'analyse des effets et de la biodisponibilité de 'ABA provenant
de sources alimentaires reste alors un sujet qui attire de plus en plus I'attention des chercheurs, car il représente

un domaine d’étude émergent (Magnone et al., 2015).

La biodisponibilité référe a la quantité réelle d’'une substance présente dans I'organisme par rapport a la quantité
consommeée (Versantvoort et al., 2005; Ming et Xiaoling, 2011). Il existe peu d'information sur la biodisponibilité
de I'ABA contenu dans les aliments. Magnone et ses collaborateurs ont planifié des expériences pour mesurer
la quantité d’ABA contenu dans le plasma aprés la consommation d’aliments, notamment de certains fruits
(Magnone et al., 2015). Leurs analyses démontrent que pendant un OGTT standard, la consommation des
abricots (135 g fruit frais) provoque une hausse d’ABA plasmatique plus élevée que celle obtenue aprés une
surcharge de glucose (150 ml solution de glucose sans fruit) (p=0,001). Dans I'expérience de I'équipe de
Magnone (2015), nous pouvons observer que les pics d’ABA plasmatique se présentent 30 ou 60 minutes aprés

la prise de fruits, et en termes de quantité, les pics se trouvent a une concentration d'entre 5 a 16 nM.

Il semble que la biodisponibilité d’ABA varie en fonction de la quantité d’aliments accompagnant le repas car
lorsque la source d’ABA est consommée avec un déjeuner et un souper riches en glucides, les pics d’ABA
plasmatique se retrouvent a 120 et 240 minutes. Ces pics retardés par rapport aux pics observés pendant
I'OGTT (30 et 60 minutes) suggérent une absorption différente. Tout cela suggére une biodisponibilité élevée et

une longue durée de vie de la molécule dans le plasma (Magnone et al., 2015).
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2.6.5. Relation de I'ABA avec le métabolisme du glucose et la sensibilité a
l'insuline

Il existe une relation étroite entre le métabolisme du glucose et la présence de la molécule d’acide abscissique.
En effet, certains auteurs parlent d’un réle de I'’ABA comme hormone endogéne (Bruzzone et al., 2008; Bruzzone
et al., 2015; Magnone et al., 2015). Des évidences scientifiques montrent qu’une surcharge orale de glucose
entraine une sécrétion fortement augmentée d’ABA par les cellules béta pancréatiques chez des sujets humains
en santé (Ameri et al., 2015; Bruzzone et al., 2012a). Par exemple, I'équipe de Bruzzone a observé en 2012
que la prise de 150 ml d'une solution de glucose a 50 % (OGTT) provoque une augmentation de la sécrétion
d’ABA (en moyenne 5,2 fois plus que la sécrétion basale) (Bruzzone et al., 2012a). De son cbté, I'équipe d’Ameri
(2015) a observé et interprété des données obtenues aussi lors des tests d'OGTT. lls ont noté une corrélation
positive entre I'aire sous la courbe (AUC) d’ABA et celle de la glycémie (r=0,74, p=0,020). Cette observation
confirme l'implication de I'hyperglycémie comme principal facteur déclencheur de la sécrétion d’ABA chez des

sujets en santé.

Ces résultats suggerent un réle central des cellules béta pancréatiques pour la sécrétion d’ABA. Pour évaluer
ce role, I'équipe de Bruzzone (2012a) a comparé les concentrations basales d’ABA des suijets atteints de diabéte
de type 1 par rapport aux concentrations d’ABA de sujets en santé. La destruction auto-immune des cellules
béta semble entrainer des valeurs basales plus basses par rapport aux sujets en santé (p<0,0001) (Bruzzone
et al., 2012a). Cependant, trois ans plus tard, Ameri et ses collaborateurs (2015) ont obtenu des résultats
différents chez des sujets atteints de diabete de type 2. En effet, ils ont trouvé des niveaux plasmatiques d’ABA
a jeun plus élevés en comparaison avec ceux des sujets en santé (p=0,045) (Ameri et al., 2015). L'équipe
d’Ameri a aussi mesureé les concentrations d’ABA a différents moments pendant un test dOGTT (15, 30, 60, 90
et 120 minutes) chez des sujets diabétiques de type 2. lls ont observé une détérioration de la sécrétion totale
d’ABA (aire sous la courbe d’ABA) chez les sujets diabétiques par rapport aux sujets en santé (p=0,019) (Ameri
etal., 2015).

Une détérioration semblable de la sécrétion d’ABA a été observée lors d’'une analyse chez des femmes atteintes
de diabéte gestationnel (DG). En effet, le groupe de femmes DG a montré une sécrétion d’ABA diminuée de
moitié pendant la grossesse par rapport a leurs homologues sans DG (p=0,04). Cependant, 8-12 semaines
aprés I'accouchement, une amélioration de la sécrétion d’ABA a été observée chez ces femmes. En effet, les
niveaux de sécrétion des femmes DG se sont rétablis et se sont uniformisés avec ceux de femmes en santé
(p=0,71). En comparant les résultats obtenus des différentes expériences, les auteurs ont fait une remarque

importante. Les niveaux basaux de sécrétion d’ABA des femmes postpartum avec DG (2,39 nM + 0,98 nM) ont
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dépassé les niveaux basaux des sujets en santé (0,74 nM % 0,45 nM). En outre, une certaine concentration
d’ABA a été identifiée dans le lait maternel, ceci a amené les auteurs a suggérer une hausse physiologique

d’ABA plasmatique pendant la lactation (Ameri et al., 2015).

Une autre condition qui permet d’obtenir des concentrations plasmatiques plus élevées d’ABA est la dérivation
biliopancréatique. L’évidence montre que les valeurs d’ABA plasmatique augmentent un mois aprés
lintervention chirurgicale autant chez les sujets obéses avec diabete (p=0,04) que chez les sujets obéses sans
diabéte (p=0,03). Il faut remarquer que chez les sujets non diabétiques, la hausse d’ABA plasmatique (0,21
0,11 nmol/L a 0,87 = 0,60 nmol/L p=0,03) se fait en paralléle avec une tendance a la baisse des niveaux de
glucose plasmatique a jeun (91,8 + 3,6 mg/dL a 84,6 + 5,4 mg/dL p=0,064). Cette amélioration est atteinte sans
changement des valeurs d'insuline (p=0,269) et de I'index HOMA-IR (p=0,150). Selon les auteurs, 'ensemble
de ces résultats suggére que I'ABA peut favoriser le métabolisme du glucose, et cela grace a une hausse de

I'utilisation périphérique de glucose (Ameri et al., 2015).

D'un autre coté, il est a noter que la quantité d’ABA sécrétée lors d’'un OGTT est supérieure quand il est réalisé
par voie orale par rapport a la voie intraveineuse (IVGTT), suggérant un effet promoteur des incrétines sur la
sécrétion d'ABA, notamment du peptide-1 de type glucagon (GLP-1) (Bruzzone et al., 2007; Bruzzone et al.,
2008; Bruzzone et al., 2012a; Guri et al., 2007). Une étude récente chez le rat a également démontré que la
présence d'ABA favorise une sécrétion accrue de GLP-1 par les cellules L intestinales. Il est bien établi que le
GLP-1 contribue a la régulation de la glycémie, car il inhibe la sécrétion de glucagon et stimule la sécrétion
d’insuline (Sandoval et D'Alessio, 2015). Cela suggére un mécanisme de rétroaction entre 'ABA et le GLP-1

pour régler 'homéostasie du glucose. (Bruzzone et al., 2015).

Des études in vitro avec cellules pancréatiques humaines ont montré que I'ABA sécrétée en réponse a une
hausse de la glycémie participerait aussi a la sécrétion d'insuline. Le role de 'ABA serait de potentialiser la
sécrétion d'insuline en réponse a une hausse de glucose, ou bien de stimuler la sécrétion d'insuline méme en
absence du glucose (Bruzzone et al., 2008). De plus, il a été démontré que I'ABA stimule I'action du GLUT-4
cellulaire, notamment au niveau des adipocytes et des myoblastes (Bruzzone et al., 2012a; Magnone et al.,
2015).

Tous ces effets ont été étudiés en considérant I'action d’ABA endogéne, cependant les effets de I’ABA exogéne
(provenant de la diéte) restent encore moins compris. A cet égard, Guri et collaborateurs ont démontré que la
consommation de 100 mg/kg d’ABA alimentaire favorise une amélioration de la tolérance au glucose et de
l'inflammation induite par 'obésité chez les souris. Les mécanismes d’action déclenchés par la présence d’ABA

incluent 'augmentation de I'expression des genes codant pour le récepteur activé par les proliférateurs des
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peroxysomes (PPARy) au tissu adipeux blanc, ainsi que I'atténuation de I'hypertrophie des adipocytes et de

I'expression du facteur de nécrose des TNF -a (Guri et al, 2007).

De son coté, I'équipe de Magnone a récemment étudié des effets de I'ABA alimentaire chez un groupe réduit
de quatorze sujets en santé. Les résultats de ses expériences montrent que le contenu d’ABA dans quelques
fruits contribue a améliorer la tolérance au glucose et a réduire l'insulinémie, méme si I'apport se fait en
microquantités (microgrammes) (Magnone et al., 2015). Pour mesurer ces effets, les auteurs ont réalisé des
tests d'OGTT. Pendant ces tests, le groupe traité a pris la solution de glucose accompagné d'un extrait de fruits
contenant une dose faible d’ABA (0,85 ug/kg). La comparaison entre les sujets traités et les non-traités (OGTT
sans ABA) montre une différence dans la réponse glycémique (p=0,004). De plus, les concentrations d'insuline
ont montré de plus basses concentrations chez le groupe traité avec ABA (p=0,049). Cela indique que le contrble

de la glycémie n’est pas forcement lié & une sécrétion accrue d'insuline (Magnone et al., 2015).

Dans le but de mesurer I'effet de 'ABA sur des repas standards, la méme équipe de recherche a réalisé une
autre expérience pendant laquelle les participants ont pris un déjeuner et un souper avec et sans ABA. Les
mémes résultats ont été obtenus lors de cette deuxiéme expérience. La concentration d'ABA plasmatique est
significativement plus élevée chez le groupe traité (p=0,003), tandis que le glucose et I'insuline montrent toujours
des concentrations plus basses dans ce méme groupe (p=0,003 et p=0,03). Il est important de noter que ces
différences significatives ont été observées tout au long de la période du test. En fait, I'effet d’ABA pour réduire
la glycémie a été maintenu, méme six heures apreés la prise de 'hormone. L'observation de bénéfices liés a
I'’ABA pendant une longue période est expliquée par les auteurs grace a une élimination lente de 'hormone. Des
résultats non publiés ont montré que la molécule d’ABA se lie aux protéines plasmatiques, ce qui lui permet

d'éviter la filtration rénale rapide (Magnone et al., 2015).

La diminution des niveaux d'insuline observée en réponse a la prise d'un extrait d’ABA in vivo (Magnone et al.,
2015) semble avoir un effet inverse a 'augmentation de la sécrétion d'insuline trouvée in vitro (Bruzzone et al.,
2008). L'équipe de Magnone explique cette différence par le décalage de I'action et de la sensibilisation cellulaire

qui détermine fortement la réponse cellulaire (Magnone et al., 2015).

Cependant, la relation entre la sécrétion d'insuline et la présence d’ABA n’est pas encore bien expliquée. i
semble avoir un effet de la dose d’ABA qui influence la réponse insulinique. Par exemple, des observations
affirment que la prise d’'une dose élevée d’ABA (50mg/kg) chez les rats entraine une hausse d'insuline et une
réduction du glucose plasmatique (Magnone et al., 2015). Par contre, une dose aussi faible que 1ug/kg réduit
linsulinémie significativement (p=0,003) (Magnone et al., 2015). Bref, les doses élevées d’ABA chez I'animal (a

partir de 50 mg/kg) provoquent autant I'absorption de glucose que la sécrétion d'insuline, tandis que les doses
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faibles d’ABA (1 pg/kg) n’entrainent pas une stimulation de la sécrétion d'insuline, mais seule une hausse de

I'utilisation de glucose (Magnone et al., 2015).
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Chapitre 3 : Hypotheses et objectifs

Depuis plusieurs années, des efforts en recherche ont été orientés vers la prévention du diabéte pour aider a
diminuer le fardeau lié a cette maladie au niveau mondial. En conséquence, différentes études ont rapporté une
amélioration de la sensibilité a 'insuline notamment gréce a la consommation de polyphénols de petits fruits.
Nous savons par ailleurs qu’en plus du réle des polyphénols sur le contrdle de la glycémie, I'ABA pourrait aussi
avoir un effet marqué. C'est la raison pour laquelle la présente étude s'est attardée a déterminer la
biodisponibilité des polyphénols et de I'ABA ainsi que de leurs métabolites en relation avec les effets bénéfiques
observés suite a la consommation d’un breuvage riche en polyphénols de fraises et de canneberges sur le

métabolisme du glucose et la sensibilité a I'insuline, un théme encore peu étudié.

Hypothéses :

1) La consommation d’un breuvage riche en polyphénols de fraises et de canneberges augmente la
teneur plasmatique en acide abscissique et en métabolites des polyphénols chez des humains
résistants a l'insuline.

2) |l existe une relation entre les teneurs sanguines de certains métabolites des polyphénols et d’acide

abscissique, et la sensibilité a l'insuline de ces sujets.

Objectif général :
Déterminer la biodisponibilité de métabolites de polyphénols (PP) et de 'acide abscissique (ABA) chez des

sujets humains résistants a I'insuline consommant un breuvage a base d’extraits de fraises Authentique Orléans

et de canneberges du Québec.

Objectifs spécifiques :

I.  Mise au point et validation d’un procédé d’extraction d’ABA et de ses métabolites a partir du plasma de
sujets humains.

ll.  Mesurerla composition en PP et ABA des breuvages expérimentaux.
lll.  Mesurer les teneurs sanguines en métabolites de polyphénols et en ABA a différents temps pendant 6

heures suite a une consommation aigué d’un breuvage riche en polyphénols provenant d’extraits de
fraises et canneberges.
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IV.  Etablir des relations entre les teneurs en métabolites des PP et ’ABA avec différents paramétres du
métabolisme du glucose (GDR, M/, glycémie, insulinémie, C-peptide, lipides, marqueurs
inflammatoires).

La présente étude fait partie d’'une étude plus vaste (Etude Glucophénol) réalisée dans notre laboratoire et &
laquelle j'ai participé, portant sur les effets d’'un extrait de fraises et de canneberges sur la sensibilité a I'insuline
chez des sujets humains résistants a l'insuline (Chapitre 4). Cette derniére étude a évalué les changements des
paramétres du glucose en pré et post-intervention lors d’un clamp hyperinsulinémique-euglycémique et d'un test

de tolérance au glucose chez 41 sujets.

La présente étude de biodisponibilité est une sous-étude de Glucophénol qui a été réalisée chez un sous-
groupe de 17 sujets pour qui les concentrations des métabolites de polyphénols (PP) et d’acide abscissique
(ABA) ont été déterminées. Des corrélations ont ensuite été calculées entre les concentrations des métabolites
de polyphénols (PP) et d’acide abscissique (ABA) avec les principaux paramétres du métabolisme du glucose
mesurés lors de I'étude Glucophénol, notamment la sensibilité a I'insuline et les variables composantes de
'OGTT. Quelques données sur la biodisponibilité des polyphénols suite a la consommation de I'extrait de fraises
et de canneberges chez ce sous-groupe de I'étude se retrouvent au chapitre 4. Cependant la méthodologie et
les résultats détaillés de méme que la discussion et la conclusion de la recherche sur la biodisponibilité des
polyphénols et de I'ABA en lien avec divers paramétres du métabolisme glucidique chez ce sous-groupe sont

décrits dans les chapitres 5, 6, 7 et 8.
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Chapitre 4: Strawberry and Cranberry Polyphenols
Increase Insulin Sensitivity in Insulin-Resistant,
Non-Diabetic Adults: A parallel, double-blind,
controlled and randomized clinical trial

Martine Paquette, Ana Sofia Medina-Larqué, S. John Weisnagel, Yves Desjardins, Julie Marois, Genevieve
Pilon, Stéphanie Dudonné, André Marette, Héléne Jacques.

Cette section correspond au manuscrit qui a été soumis a la revue scientifique British Journal of Nutrition.

Les contributions des auteurs ont été comme suit: S.J.W., Y.D., AM. et H.J. ont congu I'étude. J.M. et H.J. ont
planifié I'étude alors que M.P. et J.M. ont conduit I'essai clinique. M.P. et A.S.M.L. ont réalisé les analyses
statistiques. M.P., AS.M.L., SJ.W., Y.D., A.M. et H.J ont écrit le manuscrit. S.D. a effectué les déterminations
des polyphénols. H.J. a la responsabilité principale du contenu final. M.P., AS.M.L., SJ.W., Y.D.,JM., G.P.,
S.D., AM. et H.J. ont contribué a la discussion et a I'interprétation des données.

Mon projet de maitrise fait partie de I'étude présentée dans ce manuscrit. Ma contribution a été centrée sur
I'analyse statistique et I'interprétation des données concernant la biodisponibilité de polyphénols.
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4.1. Résumé

Les aliments végétaux riches en polyphénols sont associés a plusieurs avantages cardiométaboliques, comme
la réduction de la glycémie postprandiale. Toutefois I'impact des polyphénols est peu connu sur la sensibilité a
linsuline mesurée a I'aide de la technique de clamp hyperinsulinémique-euglycémique. L'objectif de I'étude est
de déterminer les effets d'un extrait riche en polyphénols provenant de fraises et de canneberges sur la
sensibilité a linsuline, la tolérance au glucose, la sécrétion d'insuline, le profil lipidique ainsi que sur des
marqueurs reliés a l'inflammation et au stress oxydatif chez des hommes et des femmes en surpoids ou obéses
et résistants a l'insuline (n 41) dans un essai clinique randomisé, contrélé, a double aveugle, selon un dispositif
en bras paralléles. Les sujets du groupe expérimental ont consommé quotidiennement un breuvage riche en
polyphénols (333 mg PFC de polyphénols) pendant 6 semaines, alors que le groupe contrdle a regu un breuvage

placebo sans extrait.

Au début et a la fin de la période expérimentale, la sensibilité a I'insuline (M/l) a été évaluée a 'aide d’'un clamp
hyperinsulinémique-euglycémique alors que la tolérance au glucose et la sécrétion d'insuline ont été
déterminées a l'aide d'un test de tolérance au glucose (OGTT) de 2h. Le breuvage riche en polyphénols a
augmenté le niveau de sensibilité a l'insuline (+0,9 (SEM 0.5) x 10 mg-kg-!-min--pmol-') comparativement au
placebo (-0.5 (SEM 0.5) x 10-* mg-kg"-min-!-pmol') (p = 0,03) chez nos sujets en surpoids ou obéses. Les
sujets du groupe expérimental, comparés a ceux du groupe placebo, présentaient également une premiére
phase de sécrétion d'insuline plus faible, telle que mesurée par les concentrations de C-peptide lors des 30
premiéres minutes de 'OGTT (p = 0,002). Aucune différence n’a été observée au niveau des lipides sanguins
ou des marqueurs reliés a l'inflammation et au stress oxydatif. Les résultats de la présente étude indiquent que
la consommation quotidienne d’un extrait riche en polyphénols de fraises et de canneberges pendant six
semaines améliore la sensibilité a linsuline d’hommes et de femmes en surpoids ou obéses et résistants a

linsuline, cependant aucun effet n'a été observé sur les autres marqueurs du risque cardiovasculaire.
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4.2. Abstract

Plant derived foods rich in polyphenols are associated with several cardiometabolic health benefits, such as
reduced postprandial hyperglycemia. However, their impact on whole-body insulin sensitivity using the
hyperinsulinemic-euglycemic clamp technique remains under-studied. We aimed to determine the effects of
strawberry and cranberry polyphenols (SCP) on insulin sensitivity, glucose tolerance, insulin secretion, lipid
profile, inflammation and oxidative stress markers in free-living insulin-resistant overweight or obese human
subjects (n 41) in a parallel, double-blind, controlled and randomized clinical trial. The experimental group
consumed SCP beverage (333 mg SCP polyphenols) daily for 6 weeks, while the Control group received a
flavor-matched Control beverage that contained 0 mg SCP. At the beginning and at the end of the experimental
period, insulin sensitivity (M/l) was assessed by a hyperinsulinemic-euglycemic clamp, and glucose tolerance
and insulin secretion by a 2-h oral glucose tolerance test (OGTT). Insulin sensitivity increased in the SCP group
as compared to the Control group (+0.9 (SEM 0.5) x 103 mg-kg**min-"-pmol-' vs -0.5 (SEM 0.5) x 103 mg-kg-
:min-"-pmol-' respectively, P = 0.03) in overweight and obese subjects. Compared to the Control group, the
SCP group had lower first phase insulin secretion response as measured by C-peptide levels during the first 30
minutes of the OGTT (p=0.002). No differences were detected between the 2 groups for lipids and markers of
inflammation and oxidative stress. A 6-week dietary intervention with 333 mg polyphenols from strawberries and
cranberries improved insulin sensitivity in overweight and obese non-diabetic, insulin-resistant human subjects

but was not effective in improving other cardiometabolic risk factors.
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4.3. Introduction

According to the International Diabetes Federation (2013), up to 592 million people worldwide (1 adult/10) will
suffer from type 2 diabetes by the year 2035. This alarming increase has been predicted based on several
factors, such as the high prevalence of obesity and sedentary lifestyles (Anderson et al., 2003; Jeon et al., 2007).
Indeed in obese humans, elevated levels of non-esterified fatty acids, pro-inflammatory cytokines and other
factors produced by adipose tissue are key determinants of insulin resistance (Wellen and Hotamisligil, 2005).
To maintain plasma glucose at normal levels, pancreatic B cells must adjust their function to compensate for
insulin resistance. This leads to an exhaustion of § cell insulin secretion and the development of impaired glucose

tolerance and subsequent type 2 diabetes.

In recent decades, scientific evidence has shown a link between increased consumption of fruits and vegetables,
particularly berries, and reduced incidence of type 2 diabetes (Mursu et al., 2014). Recent reviews have indeed
reported that berries, like strawberries and cranberries, can lower markers of cardiometabolic risk (Basu et al.,
2010; Basu et al., 2009; Burton-Freeman et al., 2010; Ruel et al., 2006; Basu et al., 2011; Ruel et al., 2005) and
improve markers of the metabolic syndrome in humans (Afrin et al., 2016; Giampieri et al., 2015; Novotny et al.,
2015). Itis well-documented that strawberries and cranberries are rich in polyphenols and contain a wide variety
of phenolic compounds, ranging from phenolic acids (hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids), flavonoids
(anthocyanins, flavonols and flavan-3-ols) to polymerized molecules (proanthocyanidins and ellagitannins)
(Szajdek and Borowska, 2008). According to several in vifro and animal studies, polyphenols may improve
glucose metabolism (Hanhineva et al, 2010) and peripheral glucose uptake in insulin-sensitive tissues by
increasing GLUT4 translocation and activity and reducing oxidative stress and inflammation (Nizamutdinova et
al., 2009; Denis et al., 2015). It has recently been demonstrated that anthocyanin-rich bilberry extract reduces
glycemia and improves insulin sensitivity in diabetic mice (Takikawa et al, 2010). Afrin et al. (2016) reviewed 6
human intervention studies on the impact of strawberries on the metabolic syndrome and specifically on the

prevention of type 2 diabetes, but none used the gold standard clamp technique to assess insulin sensitivity.

There are several indices calculated from the oral glucose tolerance test (OGTT) (e.g. Matsuda, ISI) or fasting
glycemia and/or insulinemia (e.g. HOMA-IR, Quicki) that indirectly estimate insulin sensitivity in humans.
However, these indices are not as accurate as a direct measurement of whole-body insulin sensitivity by the
hyperinsulinemic-euglycemic clamp (DeFronzo et al., 1979). In this respect, the clamp technique is recognized
as the reference method for measuring insulin sensitivity, and according to Antuna-Puente et al. (2011), it should
be promoted in clinical human studies. So far, only 2 studies have used a hyperinsulinemic-euglycemic clamp
to assess the effect of berry polyphenols on insulin sensitivity (Stull et al., 2010; Hokayem et al., 2013). According
to one study in which obese non-diabetic insulin-resistant participants received a blueberry or a placebo

smoothie twice a day, the mean percentage increase in insulin sensitivity was 5 times greater in the experimental

38



group compared with the placebo group (Stull et al., 2010). In the second study, a grape polyphenol supplement
protected against a decrease in insulin sensitivity caused by a fructose-rich diet in overweight subjects (Hokayem
etal., 2013). To the best of our knowledge, there are no human studies evaluating the effects of strawberry and
cranberry polyphenols (SCP) on insulin sensitivity assessed by the hyperinsulinemic-euglycemic clamp in non-

diabetic insulin-resistant subjects.

The proposed study aims to test the effects of a SCP blend incorporated in a beverage on insulin sensitivity and
related parameters in free-living overweight or obese men and women with insulin resistance. This blend has
been comprehensively analysed and contains well-defined amounts of anthocyanins, proanthocyanidins,
ellagitannins, phenolic acids and flavonols (quercetins) (Dudonné et al., 2014). The primary end-point was the
difference in the change in insulin sensitivity after 6 weeks of SCP consumption compared with a SCP-free
Control beverage. Secondary end points aimed to assess changes in glucose tolerance, insulin secretion,
plasma lipids, markers of oxidative stress and inflammation, as well as to characterise plasma phenolic
components as bioavailability (efficacy) outcomes. We hypothesized that the consumption of SCP improves
insulin sensitivity and lipid profile and reduces inflammatory and oxidative stress markers in overweight/obese

subjects.

4.4. Methods

4.4.1. Study design. This 6-week clinical trial was a randomized, double-blinded, controlled, parallel study
performed at the Institute of Nutrition and Functional Foods (INAF) in Quebec City (Qc, Canada). The study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and all procedures involving human subjects were
approved by the Research Ethical Committee of the Quebec University Health Center. Written informed consent
was obtained from all the participants after reading a detailed consent form prior to their participation in the
study. This trial was registered at clinicaltrials.gov as NCT01766570. The study was conducted including
analyses between Spring 2012 and Fall 2015.
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4.4.2. Subjects. All subjects were overweight or obese (BMI = 25 kg/m?) and insulin resistant based on
fasting plasma insulin level > 60 pmol-L-* (Jean-Pierre Després and Jean Bergeron, personal communication).
Subjects may have also displayed impaired fasting plasma glucose (IFG) (5.6-6.9 mmol-L-') with or without
impaired glucose tolerance (IGT) (7.8-11.0 mmol-L-") following a 2-h 75g oral glucose tolerance test (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003). Exclusion criteria included smoking,
chronic disease (diabetes, cardiovascular, respiratory, renal, gastrointestinal or hepatic disease, hypertension,
cancer), metabolic or acute disease, use of medication or supplement known to affect lipid or glucose
metabolism, use of antioxidant supplements, major surgery in the 3 months preceding the study and significant

weight change (x 10%) within 6 months prior to beginning the study.

A total of 116 subjects, recruited in the Quebec City metropolitan area by media advertising, were first screened
to examine their eligibility to participate in this study. Of the 50 eligible subjects who began the experimental
period, 46 participants (20 men and 26 women) aged between 40 and 70 years completed the study. However,
5 subjects (3 in the SCP group and 2 in the Control group) were excluded from analysis because they no longer
met some inclusion criteria, leading to a total of 18 men (9 in both groups) and 23 post-menopausal women (11
in the SCP group and 12 in the Control group) who were included in the statistical analysis (Supplemental Fig.
4.1).

4.4.3. Experimental groups. The polyphenol blend and Control were provided as calorie-free beverages
formulated with purified water and small amounts of sucralose. A red food color was added in the Control
beverage. They had thus the same taste and visual aspect. Both were formulated in a single batch by Atrium
Innovations Inc. (Quebec, Canada) and were provided in dark bottles as 120 ml per day. The bottles were sealed
and kept at room temperature with limited light exposure. The polyphenol blend contained 1,84 g of a mixture of
dry strawberry (Fragaria x ananassa Duch) and cranberry (Vaccinium macrocarpon L.) polyphenol extracts (as
GlucoPhenolTM) providing an average daily dose of 333 (SD 12) mg of polyphenols (18% total polyphenols in
GlucoPhenol™, as determined by Folin-Ciocalteu assay). SCP (GlucoPhenol™) provided by Nutra Canada
(Quebec, Canada) complies with good manufacturing practices (GMP) according to Health Canada regulations.
To determine the amount of polyphenols to be used for the present study, we first conducted a bioavailability
study in rats with different doses of SCP (Dudonné et al., 2014). The dose of 333 mg polyphenols was chosen
as corresponding, for a 60 kg human, to the dose (36 mg/kg) that induced the highest concentration of plasma
total phenolic metabolites in the rat (Dudonné et al., 2014). The total phenolic content was monitored in the SCP
beverage throughout the study ensuring a minimum of 300 mg per day. In order to simulate the taste and color
of the SCP-containing beverage, a pomegranate-derived red food color was used in the SCP-free Control
beverage providing a small quantity of polyphenols. The two beverages were characterized for their phenolic

composition as previously described (Dudonné et al., 2014) (Table 4.1). Briefly, proanthocyanidins were
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analyzed by normal-phase HPLC with fluorescence detection, and quantified using epicatechin standard.
Phenolic acids were analyzed using reverse-phase UHPLC coupled to tandem mass spectrometry and their
quantification was achieved using their corresponding standard when available, their aglycone or most similar
phenolic structure otherwise. The daily phenolic dose provided by SCP corresponds approximately to the intake

of 112 g of fresh fruits (equivalent to two servings).

4.4 .4. Study timeline. Participants were equally divided into 2 groups by sex after a 2-week run-in period.
During this period, subjects were asked to maintain their usual food habits and physical activity level and were
limited to one unit drink or less of beer or spirits per day. The consumption of berries, wine, polyphenal
supplements and all products containing berries or wine was also forbidden. Assignment of treatment was
conducted via the use of random sequence of numbers. Allocation to treatment was concealed by a secure
computer-assisted method enabling preservation of assignments until enrolment was assured and confirmed.
Men and women were equally distributed among the 2 groups using the same computer-assisted method. The
study sponsor held the trial codes which were disclosed after completion of the statistical analyses. Participants
in the treatment group consumed an SCP-containing beverage, whereas the Control group received a flavour-
matched SCP-free Control beverage, daily for a 6-week period. During the experimental period, subjects were
asked to follow the same aforementioned recommendations as during the run-in period. Approximately 2 to 3
weeks after the beginning of the experimental period, a registered dietician called all participants once to ensure
that they consumed the beverages daily and followed the prescribed instructions. Subjects were instructed to
shake the bottle before consumption, and drink the beverage with or without food regardless of the time of day.
To document compliance, subjects were requested to bring back the unused bottles at the end of the study.
Bottle counts indicated 99% compliance in both groups. Also, a 6-week checklist was provided to all participants
to identify study materials that had not been ingested, thus providing us with a tool to confirm the compliance

rate of the participants.

4.4.5. Anthropometric and Blood Pressure Measurements. Fasted body weight, height, waist
and hip circumferences were measured at the beginning and at the end of the study using standardized methods.
BMI and waist-to-hip ratio were then calculated. Blood pressure was measured 3 times on the right arm with an
automatic tensiometer (Digital Blood Pressure Monitor, model HEM-907XL, OMRON ®, Canada) following a 10-

minute rest at the beginning and the end of the experimental period.
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4.4.6. Food Records and Questionnaires. During the screening visit, 2 online self-administered

questionnaires were completed by all subjects to collect information on medical history, lifestyle, economic and
socio-demographic characteristics. Participants were also asked to complete 2 online self-administered
questionnaires at the beginning and at the end of the experimental period, including a validated food frequency
questionnaire (FFQ) to record energy and macronutrient intake for 28 consecutive days (Labonte et al., 2012)
and a short physical activity questionnaire. There was also an additional questionnaire on subjects’ liking of the
experimental beverages (taste, texture, etc.) and on side effects, administered at the end of the study. Changes
in medication, temporary medication, natural health products intake or consumption of any other food

supplements were monitored according to the exclusion criteria during the entire study period.

4.4.7. Hyperinsulinemic-Euglycemic Clamp. A 120-min hyperinsulinemic-euglycemic clamp was

performed at the beginning and at the end of the experimental period at the Diabetes Research Unit of the Laval
University Health Center of Quebec after a 12-h overnight fast according to the method described by Piché et
al. (2005). Alcohol intake was forbidden 48 h before the clamp. The insulin sensitivity index (M/l) was calculated
from glucose infusion rate (mg-min-") during the final 30 min of the clamp divided by body weight (kg) and then
divided by the mean insulin concentration during the final 30 minutes of the clamp (mg-kg-'-min-!-pmol') (Piché
et al., 2005). For free fatty acids (FFA) analysis, additional blood samples were collected during the clamp at 0,

30, 60, 90 and 120 min, centrifuged after 30 min at room temperature and then stored at -80°C until analysis.

4.4.8. Oral Glucose Tolerance Test (OGTT). A 75-g oral glucose tolerance test was performed
2-3 days before each clamp at the beginning and the end of the experimental period at INAF to assess glucose
tolerance after a 12-h overnight fast. Blood samples were collected at time points -15, 0, 15, 30, 60 and 120 min,
immediately centrifuged and kept at -20°C for further measurements of glucose, insulin and C-peptide. Alcohol
intake was forbidden 48 h before the test. For the second clamp and OGTT, participants were asked to consume

the beverage 12 h before their appointment.

4.4.9. Blood collection and storage. Plasma and serum samples were collected in the fasting state
before each OGTT and clamp, and stored at -80°C for further analysis of lipids, inflammatory markers [high-
sensitivity C-reactive protein (hsCRP), Interleukin-6 (IL-6), TNF-a, High molecular weight (HMW) adiponectin
and Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted (RANTES)/CCL5], plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1), a marker of cardiovascular risk, and ferric reducing antioxidant power (FRAP) and oxidized

LDL, markers of oxidative stress.
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4.4.10. Glucose, insulin and C-peptide. Plasma glucose was determined using an enzymatic
method (Richterich and Dauwalder, 1971) and plasma insulin was measured by radioimmunoassay with
polyethylene glycol separation (Desbuquois and Aurbach, 1971). Plasma C-peptide level, an indicator of insulin
secretion used to estimate pancreatic -cell function, was determined using a modified version of the method of
Heding with polyclonal antibody A-4741 from Ventrex (Portland, ME) and polyethylene glycol precipitation
(Desbugquois and Aurbach, 1971).

4.4.11. Lipids. LDL and HDL were isolated from fresh blood by ultracentrifugation combined with a heparin-
manganese chloride precipitation (Couillard et al., 2001). Then cholesterol and triglyceride concentrations in
total serum and lipoproteins were determined enzymatically by using a Technicon RA-500 analyzer (Bayer,
Tarrytown, NY). FFA were determined in serum via an enzymatic colorimetric assay (Wako Diagnostics,
Richmond, USA) using a Beckman Olympus AU400.

4.412. Inflammatory, thrombogenic and oxidative markers. Serum level of hsCRP was
measured using nephelometry as described previously (Piché et al., 2005). PAI-1, IL-6 and TNF-a were
measured in plasma at the Quebec Heart and Lung Institute, Quebec, using commercially available Multiplex
kits (EMD Millipore, USA). Plates were read and analyzed using the Bioplex 200 system (BioRad, USA).
Oxidized LDL, HMW adiponectin and RANTES were determined using a commercially available ELISA
(Mercodia, Sweden; R&DSystems, USA) according to manufacturer’s instructions. Total antioxidant capacity of

plasma, assessed by FRAP assay, was determined as described previously (Rubié et al., 2014).

4.4.13. Bioavailability study. A sub-group of 17 subjects performed an additional bioavailability study,

to identify circulating phenolic metabolites following the administration of experimental beverages. Halfway
through the supplementation period (30 + 3 days), fasted subjects were administered their respective treatment
at INAF (SCP n 8, Control n 9). Blood samples were collected with EDTA-containing syringes prior and 30, 60,
120, 240 and 360 minutes after the ingestion. During the experiment, all subjects were kept fasted. Plasma
samples were obtained by centrifugation (3500 rpm, 10 min at 4°C). Plasma phenolic compounds were
characterized by UHPLC-MS/MS as previously described (Dudonné et al., 2014), with slight modifications.
Acidified plasma samples (300 ul) were loaded into preconditioned Waters OASIS HLB pelution plates 2mg-
30um. The retained phenolic compounds were eluted with 75 pl of acetone/ultrapure water/acetic acid solution
70/29.5/0.5 v/viv in presence of rosmarinic acid as internal standard (1 pg/ml final concentration). The eluted
solutions were directly analyzed by UHPLC-MS/MS, using a Waters Xevo TQD mass spectrometer coupled to
a Waters Acquity UHPLC (Milford, MA, USA). Phenolic metabolites were separated and identified as previously
reported (Dudonné et al., 2014).
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4.4 .14, Statistical Analyses. We estimated sample size based on the primary end point of insulin
sensitivity from data published by Stull et al. (2010) and Ouellet et al. (2007). For this purpose, we used the
following values: an average difference in changes from baseline (Post vs Pre) of 17 x 10-* mg-kg-"-min-!-pmol-
Tfor insulin sensitivity between SCP and Control after 6 weeks and an estimated standard deviation of 18. Power
calculation at 80% with a two-sided significance level set at 0.05 showed that a minimum of 40 subjects, 20 in
each group, was required to observe significant changes from baseline in insulin sensitivity between the SCP
and Control groups over a 6-week dietary intervention, taking into account 25% expected dropouts. Statistical

analyses were performed using SAS 9.3 (SAS Institute, Cary NC).

Paired t tests were performed to compare changes from baseline (Post vs Pre) within the same group. Because
baseline insulin sensitivity was correlated with M// (rs=0.50; n 39; P<0.001) only, PROC MIXED for ANCOVA
with baseline insulin sensitivity as covariate was used to compare the changes in M/l between the 2 treatments.
A 2-way repeated-measures ANOVA was applied for variables with repeated measures over time (glucose,
insulin, C-peptide and FFA concentrations during the OGTT or clamp). In this model, no significant time by
treatment interaction was observed. Furthermore, positive incremental area under the curve (IAUC) for glucose
(mmol-L-*-min-"), insulin (pmol-L-"-min-") and C-peptide (pmol-L-"-min-') up to 30 and 120 min were calculated
using the trapezoid method with baseline value corresponding to the fasting level (timepoint -15 min of the
OGTT). The percent of change in IAUC ([IAUC post value —IAUC pre value] x 100/IAUC pre value) was also
calculated. PROC MIXED for a 2-way ANOVA was used to compare changes from baseline for anthropometric
and blood pressure measurements, IAUC glucose, insulin and C-peptide during OGTT, lipid and cardiovascular
parameters and markers of inflammation and oxidative stress. Data from men and women were pooled together
because there was no sex by treatment significant interaction. As several significant correlations were observed
within and between OGTT and lipid variables, a Bonferroni correction was applied, setting the two-sided
significance level at P < 0.004 for those variables. No Bonferroni correction was applied for M/, inflammatory
and oxidative stress because no correlation was observed between those and the other variables, and a two-
sided significance level was set at 0.05. PROC GLM ANOVA was used to compare the FFQ variables.

Plasma concentrations of phenolic metabolites were measured post-ingestion in a subgroup (n 17) and were
compared using the Welch’s t-test (correcting for unequal variance) when data were assumed to be normally
distributed (or met the criteria for normality after log transformation), or using the non-parametric Mann-Whitney
test otherwise, using GraphPad Prism 6.05 software (La Jolla, CA, USA). Correlations were assessed between
circulating concentrations of phenolic metabolites (expressed as area under the plasma concentration (nM) time
(min) curve between 0 and 30 minutes after the ingestion of the beverages) and changes in M/l and in outcomes
of OGTT (expressed as the percentage of change in the IAUC for glucose, insulin and C-peptide during the first

30 minutes of the OGTT). A robust regression with M estimations was adjusted using the procedure
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ROBUSTREG of SAS 9.4 (SAS Institute, Cary NC). To perform an optimal selection of the model, the smallest
AICR (Akaike criterion) was deemed the best model. Considering the small size of the subgroup and the
multiplicity of analysis, a Bonferroni correction (P < 0.0025) was performed for post-ingestion plasma
concentration of phenolic metabolites. Bonferroni correction was also applied for the correlational analysis with
the outcomes of the first 30 minutes OGTT parameters (P < 0.017). Because M/ is an index assessing insulin
sensitivity by hyperinsulinemic-euglycemic clamp, correlations with M/ changes were analyzed separately from
the OGTT rate changes and remained at a statistically significant level of P < 0.05. The results are presented

as means with their standard errors.

4.5. Results

4.5.1. Subject Baseline Characteristics. Baseline clinical and laboratory characteristics of all

participants are shown in Table 4.2. All subjects were insulin resistant, overweight or obese (BMI = 25 kg/m?)
with increased abdominal adiposity (waist circumference > 94 cm for men and > 80 cm for women). There were
no differences between the 2 groups regarding age, body weight, BMI, waist and hip circumferences, lipid profile,

fasting plasma glucose, 2-h plasma glucose or fasting plasma insulin.

At baseline, all subjects had a high fasting plasma insulin level (> 60 pmol-L-"), of which 31 subjects had fasting
plasma insulin levels > 90 pmol-L-'. From data collected during the pre-intervention OGTT and according to the
Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus (2003), 12 subjects had both IFG
(5.6-6.9 mmol-L-") and IGT (7.8-11.0 mmol-L-"), 17 subjects had IFG only, 3 subjects had IGT only and 9 among
them had normal glucose tolerance (NGT) (Fasting plasma glucose < 5.6 mmol-L! and plasma glucose < 7.8

mmol-L-" after 120 minutes).

4.5.2. Food Intake and physical activity. According to FFQ data (Supplemental Table 4.1), there
were no differences in baseline dietary intake or in changes from baseline (Post vs Pre) in energy and
macronutrient intake between the 2 groups. In addition, no change from the level of physical activity was
perceived during the study (data not shown). As for side effects, no important harms or unexpected effects were

reported in either group.
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4.5.3. Anthropometric Measurements and Blood Pressure. Body weight, anthropometric,
systolic and diastolic blood pressure measurements were performed at the beginning and at the end of the
experimental period. No differences in changes from baseline (Post vs Pre) were observed for these parameters

between the 2 groups (Supplemental Table 4.2).

4.5.4. Insulin Sensitivity and other parameters of glucose homeostasis. Insulin sensitivity
(M/l) increased by 14% (+0.9 (SEM 0.5 x10-* mg-kg-!-min-"-pmol')) (Fig. 4.1) in the SCP group (P = 0.05)
whereas it decreased by 7% (-0.5 (SEM 0.5 x 10-*mg-kg-'-min-'-pmol-)) in the Control group without achieving
the level of significance (P = 0.28). When we compared the changes from baseline (Post vs Pre) between the 2

treatments, SCP showed significant improvement in insulin sensitivity (P = 0.03) compared with Control.

We also performed repeated measurements ANOVA for glucose (Table 4.3), insulin (Table 4.3) and C-peptide
(Fig. 4.2A and 4.2B) up to 120 minutes during OGTT and for FFA (Supplemental Fig. 4.2) over time during the
clamp. There were no differences between baseline values (Pre) for all glucose metabolism parameters. While
glucose, insulin and FFA responses were not different between treatments, there was an overall increase in C-
peptide with Control compared with SCP (P=0.002) (Fig. 4.2C).

The mean IAUC up to 30 min corresponding to the early phase of insulin response during the OGTT and the
mean |IAUC up to 120 min after the OGTT are shown in Table 4.3 for plasma glucose and insulin and in Fig. 4.3
and 4.4 for C-peptide. No differences in changes from baseline (Post vs Pre) for plasma IAUC glucose (Table
4.3), IAUC insulin (Table 4.3) and IAUC C-peptide (Fig. 4.3) were observed up to 120 min within each group or
between the 2 groups. However, compared to the baseline (Pre) values, plasma IAUC C-peptide up to 30 min
was increased by 26% in the Control group (P= 0.003) and non significantly reduced by 8% in the SCP group
(P=0.21). These changes were different between the 2 groups (P= 0.002) (Fig. 4.4).

4.5.5. Lipid profile. No differences in changes from baseline (Post vs Pre) for total, LDL and HDL

cholesterol or TG were observed within each group or between the 2 groups (Table 4.4).

4.5.6. Inflammatory, thrombogenic and oxidative markers. The effects of SCP on
inflammatory and oxidative stress markers are shown in Table 4.4. No differences in changes from baseline
(Post vs Pre) for pro-inflammatory cytokines, hsCRP, HMW adiponectin, PAI-1, oxidized-LDL, RANTES or total

antioxidant capacity of plasma (FRAP) were observed within each group or between the 2 groups.
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4.5.7. Phenolic composition and bioavailability of experimental beverages. As shown

in Table 4.1, SCP-containing and SCP-free Control beverages differed significantly in terms of phenolic content.
SCP contained 4-times more proanthocyanidins and 6-times more phenolic acids. In particular, SCP was
characterized by a very high content of coumaric acids: p-coumaric acid, m-coumaric acid and coumaroyl-
glucoside. At the 30-day midpoint of the daily consumption of the beverages, around 20 phenolic metabolites
were identified in the plasma of volunteers. They are present in circulation as conjugate metabolites and
microbial degradation products, because the native phenolic compounds are normally extensively metabolized.
Among these, p-coumaric acid, m-coumaric acid, ferulic acid and hydroxyhippuric acid, whose absorption
kinetics is presented in Fig. 4.5, were detected in significantly higher concentration following the consumption of
SCP, relative to Control (respective AUC of 17.4 (SEM 1.8) vs 0, 85.9 (SEM 5.3) vs 0.7 (SEM 0.3), 20.3 (SEM
3.9) vs 0.9 (SEM 0.4), 204.6 (SEM 25.4) vs 38.6 (SEM 6.9), P < 0.0001). A significant negative correlation was
found between plasma concentration of p-coumaric acid (AUC 0-30 min) and the percentage of change (before
and after treatment) of the above-mentioned C-peptide response (first 30 minutes of the OGTT) (P= 0.0046,
r2=0.34). No correlations were reported between the remaining metabolites and the parameters related to insulin
sensitivity and the first 30 minutes OGTT.

4.6. Discussion

This study investigated the impact of daily consumption of a 333 mg strawberry and cranberry polyphenols blend
on insulin sensitivity in insulin-resistant, non-diabetic subjects over a period of 6 weeks. The main outcomes of
this study are: 1) an improvement in insulin sensitivity, as assessed by the hyperinsulinemic-euglycemic clamp,
and 2) the prevention of further compensatory insulin secretion, as shown by a lack of increase in the early C-
peptide response during an OGTT. Analysis of plasma phenolic metabolites also revealed that the most
abundant phenolic acids identified with SCP intake were p-coumaric acid, m-coumaric acid, ferulic acid and
hydroxy-hippuric acid. Interestingly, plasma p-coumaric acid was inversely related to the early C-peptide
response during OGTT.

The hyperinsulinemic-euglycemic clamp is the gold standard and reference technique for assessing insulin
sensitivity when whole-body insulin sensitivity is the primary outcome (DeFronzo et al., 1979). It is a steady-
state technique that requires a constant insulin infusion. It is the most reliable technique in a clinical study like
ours with relatively low number of subjects. Although indirect OGTT-derived indices (e.g. Matsuda-index and
ISI-index) may be of particular interest in prospective studies with large cohorts, they have potential limitations
in reproducibility due to intra-individual variation in plasma glucose and insulin responses during the OGTT

(Balion et al., 2007). With regards to the indirect indices based on fasting levels of glucose and insulin (e.g.
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HOMA-IR and Quicki), they tend to assess hepatic insulin resistance rather than peripheral and whole-body

insulin sensitivity (Borai et al., 2011).

Our study demonstrates an improvement in insulin sensitivity following the consumption of SCP compared to
Control. These results are in good agreement with those of Stull et al. (2010) who observed a 22% increase in
insulin sensitivity, assessed with the hyperinsulinemic-euglycemic clamp technique, following a 6-week daily
dietary supplementation with whole blueberries in obese, non-diabetic, and insulin-resistant human subjects,
and those of Hokayem et al. (2013) who noted that the negative effects of fructose used to develop insulin
resistance were counteracted by grape polyphenol supplementation in a double-blind controlled trial. It is
noteworthy that our dose of polyphenols (a total of 333 mg of combined strawberry and cranberry polyphenols
per day) which is a much lower dose than those used by Stull et al. (2010) (1462 mg polyphenols from blueberry
powder/day) and Hoyakem et al. (2013) (2 g from grape polyphenols/day) can exert a comparable effect on
insulin sensitivity. The present results with SCP are also in good agreement with those reported by Edirisinghe
et al. (2011) who observed a reduction in postprandial insulin response in overweight adults after a single
consumption of a high-carbohydrate, moderate-fat meal with a strawberry beverage containing 10 g of
strawberry in a freeze-dried form (95 mg of polyphenols). Furthermore, Park et al. (2016) observed a reduction
in systolic and diastolic blood pressure concomitant with a trend to improve fasting insulin and insulin sensitivity
in subjects with pre-hypertension consuming a grape seed extract-containing beverage (528 mg of polyphenols).
Most of these subjects were hyperinsulingemic or insulin resistant. This is of interest in the present study, given
the evidence supporting a link between hypertension and insulin resistance through insulin mediated signaling
pathways (Addison et al., 2008) and NO production (Kim et al., 2006). Similarly, Rodriguez-Mateos et al. (2013)
reported that endothelial function (at 1 h) in healthy men increased in a dose-dependent manner up to an intake
of 766 mg polyphenols from a blueberry drink and reached a plateau at higher doses. Therefore, the present
results together with those from the three latter studies suggest that polyphenol doses lower than 800 mg may
offer metabolic benefits. Of note, the beneficial effect of SCP on insulin sensitivity observed in the present study
cannot be explained by variations in energy and macronutrient intake, body weight or body fat mass since no

changes in these parameters were seen between the 2 groups.

The progression from normal glucose tolerance to type 2 diabetes is characterized by both an increase in insulin
resistance and a decrease in insulin secretion caused by B-cell dysfunction. Insulin resistance is defined as
decreased tissue sensitivity to insulin to stimulate glucose uptake and utilization. In the early stages of insulin
resistance, plasma glucose is maintained at normal levels by a compensatory increase in insulin secretion, the
first abnormality being an increase in first-phase insulin secretion by pancreatic -cells (Khan et al., 1993). But
when [-cell compensation fails, fasting plasma glucose levels rise (IFG), leading to impaired glucose tolerance

(IGT) and eventually type 2 diabetes (Pratley and Weyer, 2002). In the context of the present study, the beverage
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rich in polyphenols prevented a further elevation in early-phase insulin release, as indicated by C-peptide levels,
and prevented the overall increase of insulin secretion, suggesting that the improvement in insulin sensitivity
after consumption of the SCP beverage may have precluded a further compensatory increase in insulin
secretion. A reducing effect of a polyphenol-rich cranberry extract has already been observed on C-peptide
levels in high fat/high sucrose-fed mice (Anhé et al., 2015). However, in humans, to the best of our knowledge,
this is the first report showing a beneficial effect of a strawberry and cranberry polyphenol extract on C-peptide

response during an OGTT.

In this study, we found differences between plasma the SCP and the Control groups in the levels of four
polyphenolic compounds and metabolites (p-coumaric acid, m-coumaric acid, ferulic acid, hydroxyhippuric acid).
These levels were found in the same low micromolar range as that reported by Feliciano et al. (2016) and Park
et al. (2016), where physiological and metabolic bioactivity is probable (Scheepens et al., 2010). Particularly of
interest, an increased plasma concentration of p-coumaric acid during the 30 minutes post-consumption
was found to significantly correlate with a reduced secretion of C-peptide compared to the Control during the
early phase of the OGTT response (P = 0.0046, r2= 0.34). Although a direct effect of p-coumaric acid on insulin
sensitivity cannot be confirmed by these results, this compound was recently found to stimulate AMP-activated
protein kinase (AMPK) phosphorylation, leading to increased glucose uptake in L6 myocytes (Yoon et al., 2013).
p-Coumaric acid was also found to improve glucose uptake in vitro through synergistic interactions with a
commercial oral hypoglycemic drug (thiazolidinedione) (Prabhakar and Doble, 2011). Moreover, since only 5-
10% of ingested phenolic compounds are assumed to be absorbed (Cardona et al., 2013), a large amount
proceeds to the large intestine (especially polymeric forms such as proanthocyanidins) where they can exert an
activity. Indeed, we recently showed that cranberry polyphenols can improve insulin sensitivity in high-fat fed
mice, leading to reduced inflammation in both intestinal and hepatic tissues, through modulation of gut microbiota
(Anhé et al., 2015). In this latter study, changes in gut microbiota were detected following 5 weeks of
supplementation, suggesting that 6 weeks of supplementation in humans was very likely a period long enough
to modulate their intestinal microbiota. These SCP polyphenols may also improve insulin sensitivity by increasing
insulin signaling and glucose transport in skeletal muscle cells. Indeed, Nizamutdinova et al. (2009) showed that
anthocyanins administrated by gavage can improve insulin signaling by stimulating tyrosine phosphorylation of
the insulin receptors and by increasing the expression of GLUT4 glucose transporters in muscle of streptozotocin
(STZ)-diabetic rats.

While our study provides evidence for the beneficial effect of SCP treatment on insulin sensitivity, this finding
was not associated with a decrease in other markers of cardiovascular risk. Nutritional studies are somewhat
contradictory regarding the effects of strawberries and cranberries on cardiometabolic markers such as plasma

lipids, oxidative stress, antioxidant capacity and inflammation. Indeed, lipid changes seen in our study contrast
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with those reported by Basu et al. (2010) and Lee et al.(2008) who observed a decrease in total cholesterol and
LDL-C in human subjects consuming either freeze-dried strawberry powder (Basu et al., 2010) or cranberry
extract (Lee et al., 2008). Similarly, our findings on inflammatory and oxidative markers do not agree with those
of Moazen et al. (2013) who observed a decrease in plasma CRP and oxidized LDL after administration of
freeze-dried strawberries, and those of Ruel et al. (2006,2005,2008) who observed an increase of plasma HDL
cholesterol, antioxidant capacity and a decrease in oxidized LDL after consumption of low-calorie cranberry
drink. Additionally, some clinical studies investigating the effects of ~300 mg polyphenols from freeze-dried
strawberry powder reported reducing effects on fasting oxidized LDL for 6 weeks (Ruel et al., 2006), and
postprandial CRP and IL-6 (Edirisinghe et al., 2011) in an overweight, hyperlipidemic population. However, other
clinical studies using freeze-dried strawberry powder or reduced-energy cranberry juice have demonstrated, as
in our study, a lack of effect on antioxidant status (Zunino et al., 2012), on CRP, IL-6 and TNF- a (Zunino et al.,
2012; Ellis et al., 2011).

Discrepancies between our results on lipids and inflammatory and oxidative markers and those of the above-
cited studies (Burton-Freeman et al., 2010; Ruel et al., 2006; Basu et al., 2011; Afrin et al., 2016; Edirisinghe et
al., 2011; Lee et al., 2008; Moazen et al., 2013; Ruel et al., 2008) may stem from the delivery form of strawberry
(freeze-dried form vs SCP extract) or cranberry (juice, dried fruit forms or SCP extract), the experimental design
(acute vs longer term), the polyphenol dose or the population studied. In the present study, the SCP was a
strawberry and cranberry polyphenol enriched extract providing 333 mg/day of polyphenols and was devoid of
fibers, sugars, minerals and vitamins. On the one hand, this amount of polyphenols, which corresponds to the
quantity supplied by about 120 g of fresh fruits, is equivalent to approximately %z the level of polyphenols present
in the freeze-dried strawberry powder used by Basu et al. (2009; 2010) and Moazen et al. (2013) (1001 to 2006
mg polyphenols/day) and in the low-energy cranberry juice used in previous studies (Basu et al., 2011; Ruel et
al., 2005; Afrin et al., 2016; Szajdek and Borowska, 2008; Ruel et al., 2008). On the other hand, the key
difference between the SCP extract used in the present study and these other sources of polyphenoals is the lack
of fermentable fibers. It is well recognized that strawberries (Quirds-Sauceda et al., 2014) and cranberries
(Hotchkiss et al., 2015) contain significant amounts of fermentable soluble and insoluble fibers that may reduce
lipids, inflammatory and oxidative markers (Erkkila and Lichtenstein, 2006). Therefore, the lack of dietary fiber
in our extract is among the plausible explanations for the absence of SCP effect on lipids, inflammatory and
oxidative markers in the current study. Moreover, the present results and those from a study by Hoyakem et al.
(2013) who used a berry (grape) polyphenol extract, suggest that the various phenol compounds present in

berries may specifically improve insulin sensitivity in humans.

The participants in this study were insulin resistant and included both genders and a relatively broad age range

(40-70y). Given the free-living nature of the study, the results can most likely apply to an overweight adult pre-
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diabetic population. Despite the parallel arm design and polyphenol content of the beverage used, the present
study did allow sufficient power to detect statistical differences on the primary endpoint of insulin sensitivity.
However, this study was not sufficiently powered to detect differences on secondary endpoints, in particular
hsCRP, TNF-a and oxidized-LDL. Yet, it would have been interesting to obtain muscle and adipose tissue
biopsies to test whether SCP reduced inflammation in these tissues. Such biopsies may have also allowed us
to ascertain the identity of the molecules involved in cellular insulin signaling. Nonetheless, considering the
robust nature of our randomized, controlled, double-blind study, it is likely that the consumption of SCP resulted
in the improvement in the hyperinsulinemic-euglycemic clamp insulin sensitivity and OGTT parameters. Finally,
since this is a proof-of-concept study, it will be necessary to consider longer-term interventions in larger
populations of subjects to confirm the results and expand upon the potential role of SCP in preventing or delaying

the onset of type 2 diabetes.

In conclusion, our data indicate that 6-week consumption of 333 mg polyphenols from strawberries and
cranberries may improve insulin sensitivity and prevent an increase in compensatory insulin secretion without
affecting plasma lipids, CRP, pro-inflammatory cytokines and antioxidant capacity. Controlled dose-response
trials are needed to ascertain the lower and upper range of activity of these polyphenols, as well as larger and

longer-term studies.
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Table 4. 1. Phenolic composition of experimental beverages*
(Mean values and standard deviations)

SCP Control
Phenalic composition (ug/120ml) Mean SD Mean SD
Proanthocyanidins 20040 522 5070 169
Monomers 4156 9 1276 36
Dimers 237 4-8 ND ND
Polymers 15647 528 3794 133
Phenolic acids 28206 256 5013 138
Gallic acid 728 5 11 2
Hydroxybenzoic acid 3334 94 103 12
p-coumaric acid 9095 171 47 9
m-coumaric acid 2051 80 6
Cafeic acid 372 22 ND ND
Ferulic acid 65 7 33
Vanillic acid 107 3 3 0-3
Caffeoyl glucoside 1282 54 8
Coumaroyl glucoside 5508 178 9 4
Chlorogenic acid 927 14 240 28

ND, not detectable/below limit of detection; SCP, strawberry and cranberry polyphenols.

* The Welch'’s t-test and the Mann-Withney test showed significant differences (P < 0-05) in concentrations of each
measured phenolic compound in SCP beverage compared to Control.

The SCP beverage provided an average daily dose of 333 (SD 12) mg of polyphenols, as determined by Folin-Ciocalteu
assay.
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Table 4. 2. Baseline characteristics of the study participants
(Mean values with their standard errors; numbers and percentages)

SCP (n 20) Control (n 21)
Variables Mean SEM Mean SEM P value
Age (years) 57 1 60 1 0-18
Body weight (kg) 85 3 85 3 0-97
BMI (kg-m-2) 31 1 31 1 0-91
Waist circumference (cm) 104 3 104 2 0-95
Hip circumference (cm) 111 2 111 2 0-93
Cholesterol (mmol-L)
Total 570 0-17 5-37 0-22 0-07
HDL 1-25 0-05 1-33 0-05 0-24
LDL 3-52 0-17 3-20 0-15 0-18
Total TG (mmol-L-") 2:03 0-24 173 0-26 0-39
Total chol./HDL chol. ratio 4-8 0-3 41 0-2 0-07
Fasting plasma glucose (mmol-L-") 6-0 0-1 5-8 0-1 0-16
2-h plasma glucose (mmol-L1) 77 0-4 7-4 0-4 0-71
Fasting plasma insulin (pmol-L-") 118 1 130 1" 0-45
n % n %
Sex
Women 1 55 12 57
Men 9 45 9 43

Chol., cholesterol; SCP, strawberry and cranberry polyphenols.
"PROC MIXED ANOVA test showed no significant differences in baseline characteristics between the 2 groups
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Table 4. 3. IAUC and time point values over time during OGTT for glucose and insulin before and after 6-week consumption of SCP or Control in insulin-

resistant human subjects

(Mean values with their standard errors)

SCP (n 20) Control (n 21)
Pre Post Pre Post

Variables Mean SEM Mean SEM P Mean SEM Mean SEM Py Pt
IAUC glucose up to 30 min 56 4 58 6 0-77 55 5 53 4 0-48 0-77
Plasma glucose (mmol-L-) 0-42 0-53 0-31%

-15 61 01 61 01 59 01 60 01

0 60 01 61 01 58 01 59 01

15 81 0-2 81 03 77 0-2 80 0-2

30 97 03 98 03 93 0-3 94 03

60 10-3 05 10-6 0-4 99 05 95 0-4

120 77 0-4 75 0-4 74 0-4 69 03
IAUC glucose up to 120 min 348 31 357 32 0-71 329 34 291 27 0-11 0-16
IAUC insulin up to 30 min 9 1 8 1 0-56 10 1 12 2 0-12 0-13
Plasma insulin (pmol-L-") 0-41 0-34 0-21%

-15 129 1 132 14 134 12 144 16

0 118 9 120 13 130 13 131 17

15 402 37 418 53 479 58 600 85

30 729 73 645 76 759 79 822 106

60 1006 99 968 104 1173 148 1064 127

120 895 111 818 99 1094 184 1208 233
IAUC insulin up to 120 min 80 8 74 8 0-40 95 12 95 13 0-94 0-51

IAUC, positive incremental area under the curve; SCP, strawberry and cranberry polyphenols.
* P-value obtained from paired ¢ test to compare changes from baseline (Post vs Pre) within the SCP (P1) and Control (P2) groups.

" P-value represents between-treatment comparison of changes from baseline (Post vs Pre), assessed by PROC MIXED ANOVA.
1 P-value obtained from repeated measures ANOVA performed on the averages of all time points for SCP and Control to assess treatment effect. Due to significant

correlations within OGTT variables, a Bonferroni correction was applied for these variables, defining level of statistical significance at P < 0-004.
IAUC glucose (mmol-L-"-min-t), IAUC insulin (nmol-L-1min-*).
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Table 4. 4. Lipid profile, inflammatory and thrombogenic markers, and oxidative status before and after 6-week consumption of SCP or Control in insulin-

resistant human subjects
(Mean values with their standard errors)

SCP (n 20) Control (n 21)
Pre Post Pre Post

Variables Mean SEM Mean SEM Pr Mean SEM Mean SEM = Ps
Cholesterol (mmol-L1)

Total 5-70 0-17 5-60 0-19 0-52 5-37 0-22 5-45 0-20 0-45 0-33

HDL 1-25 0-05 1-26 0-06 0-68 1-33 0-05 1-37 0-06 0-10  0-40

LDL 3-52 0-17 3-51 0-17 0-97 3-20 0-15 3-37 0-17 0-05 0-32
Total chol./HDL chol. ratio 4-76 0-27 4-62 0-24 0-16 412 0-20 4-08 0-17 0-60  0-41
TG (mmol-L-1) 2-03 0-24 1-82 0-21 0-06 173 0-26 1-56 0-18 0-07 099
hsCRP (mg-L-")t 36 0-7 30 06 0-13 54 29 30 0-6 069 0-53
TNF-a (ng'L-")# 4-4 0-4 4-0 0-4 0-06 43 0-2 4-0 0-3 032 069
IL-6 (ng-L1)% 4-9 0-4 4-8 06 0-99 56 10 49 0-8 024 023
HMW adiponectin (ug-mL-1) 6-83 1-10 5-91 0-93 0-15 715 1-15 6:73 1-20 061 065
PAI-1 x103 (ng-L-1) 30-5 2:7 285 31 0-46 300 2:5 27-3 35 0-41 087
RANTES (ug-L-1)t 3-21 0-39 315 0-44 0-86 3-06 0-40 2:71 0-37 0-53 071
Oxidized-LDL (U-L-1)t 965 6:2 929 56 0-14 797 54 80-2 4.8 083 022
FRAP (UM Fe2+-L-1t 1191 58 1237 65 0-37 1135 36 1189 41 0-07 070

Chol., cholesterol; FRAP, ferric reducing antioxidant power; HMW, High molecular weight; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; IL-6, Interleukin-6; PAI-1,

plasminogen activator inhibitor-1; RANTES, Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted; SCP, strawberry and cranberry polyphenols.

* P-value obtained from paired t test to compare changes from baseline (Post vs Pre) within the SCP (P1) and Control (P2) groups.
§ P-value represents between-treatment comparison of changes from baseline (Post vs Pre), assessed by PROC MIXED ANOVA. Due to significant correlations
between lipid and OGTT variables, a Bonferroni correction was applied for these variables, defining level of statistical significance at P < 0-004.

n 38-39 (SCP n 18-20; Control n 18-21)
¥n 33 (SCP n 15; Control n 18)
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Figure legends

Fig 4.1. Insulin sensitivity (M/l) before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of strawberry and cranberry
polyphenoals (SCP) or Control in insulin-resistant human subjects. Paired t test for comparisons from baseline
(Post vs Pre) within each group showed a significant increase with SCP, 1 P = 0-05. NS, denotes no
significant difference. PROC MIXED for ANCOVA with baseline insulin sensitivity as covariate indicated
significant difference in changes from baseline (Post vs Pre) between the 2 groups, * P = 0-03. Values are
means with their standard errors represented by vertical bars, n 39.

Fig. 4.2. Responses of plasma C-peptide at -15, 0, 15, 30, 60 and 120 min during the OGTT before (Pre) and
after (Post) 6-week consumption of (a) strawberry and cranberry polyphenols (SCP) or (b) Control, in insulin-
resistant human subjects. (c) Changes from baseline (Post vs Pre) in plasma C-peptide at -15, 0, 15, 30, 60 and
120 min during the OGTT before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of SCP or Control in insulin-resistant
human subjects. Repeated measures ANOVA showed significant difference in the changes from baseline (Post
vs Pre) between the 2 groups over time during the OGTT in insulin-resistant human subjects. A Bonferroni
correction was applied defining level of statistical significance at P < 0-004. Values are means with their standard
errors represented by vertical bars, n 41.

---e---, SCP Pre values; —e—, SCP Post values; ---A ---, Control Pre values; —A —, Control Post values; —
o—, SCP (Post vs Pre values); —A—, Control (Post vs Pre values).

Fig. 4.3. Positive incremental area under the curve (IAUC) up to 120 minutes of the OGTT for C-peptide
concentrations before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of strawberry and cranberry polyphenols (SCP)
or Control in insulin-resistant human subjects. Paired ¢ test showed no difference in changes from baseline (Post
vs Pre) in the SCP and Control groups. PROC MIXED for a 2-way ANOVA showed no significant effect in the
changes from baseline (Post vs Pre) between the 2 groups. Values are means with their standard errors
represented by vertical bars, n 41.

Fig. 4.4. Positive incremental area under the curve (IAUC) up to 30 minutes of the OGTT for C-peptide
concentrations before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of strawberry and cranberry polyphenols (SCP)
or Control in insulin-resistant human subjects. Paired t test for comparisons from baseline (Post vs Pre) within
each group showed a significant increase with Control, T P =0-003. NS, denotes no significant difference. PROC
MIXED for a 2-way ANOVA showed a significant difference in the changes from baseline (Post vs Pre) between
the 2 groups. Values are means with their standard errors represented by vertical bars, n 41. * P = 0-002.

Fig. 4.5. Evolution of post-ingestion plasma concentrations of phenolic metabolites. (a) p-coumaric acid, (b) m-
coumaric acid, (c) ferulic acid, (d) hydroxyhippuric acid. Welch’s t-test (correcting for unequal variance) when
data were assumed to be normally distributed and the non-parametric Mann-Whitney test otherwise, showed
significantly higher concentrations of phenolic metabolites following the consumption of SCP relative to Control.
A Bonferroni correction (P <0-0025) was performed. Data are expressed as mean of replicates with their
standard errors n 17. P < 0-0001 for each phenolic metabolite.

—o—, SCP; —A—, Control.
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Fig 4. 1. Insulin sensitivity (M/l) before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of strawberry and cranberry
polyphenols (SCP) or Control in insulin-resistant human subjects.
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Fig 4. 2. Responses of plasma C-peptide at -15, 0, 15, 30, 60 and 120 min during the OGTT before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of (a)
strawberry and cranberry polyphenols (SCP) or (b) Control, in insulin-resistant human subjects. (c) Changes from baseline (Post vs Pre) in plasma C-
peptide at -15, 0, 15, 30, 60 and 120 min during the OGTT before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of SCP or Control in insulin-resistant human

subjects.

65



450000

400000 4

350000 A

300000 o

250000 A

200000 A

150000 4

100000 4

IAUC C-peptide 120 min (pmol-L'-min-1)

50000 1

0

Pre Post Pre Post
SCP Control

Fig 4. 3. Positive incremental area under the curve (IAUC) up to 120 minutes of the OGTT for C-peptide
concentrations before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of strawberry and cranberry polyphenols
(SCP) or Control in insulin-resistant human subjects.
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Fig 4. 4. Positive incremental area under the curve (IAUC) up to 30 minutes of the OGTT for C-peptide
concentrations before (Pre) and after (Post) 6-week consumption of strawberry and cranberry polyphenols
(SCP) or Control in insulin-resistant human subjects.
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Fig 4. 5. Evolution of post-ingestion plasma concentrations of phenolic metabolites. (a) p-coumaric acid, (b) m-
coumaric acid, (c) ferulic acid, (d) hydroxyhippuric acid.
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Supplemental Table 4. 1. Dietary energy and macronutrient intake assessed by FFQ before and during 6-week consumption of SCP or Control in insulin-

resistant human subjects”

(Mean values with their standard errors)

SCP (n 20) Control (n 21)
Pre Post Pre Post
Variables Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM P Value
Energy (kcal) 2271 196 2284 179 2519 243 2206 174 0-27
Carbohydrate (g) 257 23 270 26 270 19 247 18 0-23
Protein (g) 96 9 98 7 118 16 101 10 0-12
Lipid (q) 96 8 95 7 107 14 93 8 0-32
Alcohol (g) 9 3 4 1 9 3 6 3 0-91
SFA(g) 30 3 30 3 37 5 32 4 0-27
MUFA (g) 39 3 38 3 43 6 37 3 0-35
PUFA (g) 19 2 19 2 19 2 17 1 0-43

SFA, saturated fatty acids; MUFA, Monounsaturated fatty acids; PUFA, Polyunsaturated fatty acids; SCP, strawberry and cranberry polyphenols.
“PROC GLM ANOVA test showed no significant differences in the changes from baseline (Post vs Pre) between the 2 groups.
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Supplemental Table 4. 2. Anthropometric measures and blood pressure before and after 6-week consumption of SCP or Control in insulin-resistant human
subjects’
(Mean values with their standard error)

SCP (n 20) Control (n 21)
Pre Post Pre Post
Variables Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM P value
Systolic blood pressure (mmHG) 117 3 116 3 123 3 120 3 0-72
Diastolic blood pressure (nmHG) 70 2 68 2 73 2 71 2 0-92
Weight (kg) 85 3 85 3 85 3 85 3 062
BMI (kg/m2) 31 1 31 1 31 1 31 1 063
Waist circumference (cm) 104 3 103 3 104 2 103 2 0-77
Hip circumference (cm) 111 2 110 2 111 2 110 2 0-59
Waist to hip ratio 09 0-0 09 00 09 0-0 09 0-0 061

SCP, strawberry and cranberry polyphenols.
"PROC MIXED ANOVA test showed no significant differences in the changes from baseline (Post vs Pre ) between the 2 groups.
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Excluded (n 66)
¢ Not meeting inclusion criteria (n 59)
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Allocated to intervention (n 24)
* Received allocated intervention (n 24)

* Did not receive allocated intervention (n 0)

Allocated to intervention (n 26)
* Received allocated intervention (n 24)

* Did not receive allocated intervention (n 2)
Reason:
Normalization of insulin sensitivity before
starting the intervention
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JCompleted the intervention (n 23)

Completed the intervention (n 23)
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Weight change 22 kg (n 1)
Medical reasons (n 1)
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Analysed (n 20)
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Supplemental Fig. 4. 1.Participant Flow Diagram.
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Supplemental Fig. 4. 2. Responses of serum FFA at 0, 30, 60, 90 and 120 min during the hyperinsulinemic-euglycemic clamp before (Pre) and after (Post)
6-week consumption of (a) strawberry and cranberry polyphenols (SCP) or (b) Control, in insulin-resistant human subjects. (c) Changes from baseline (Post
vs Pre) in serum FFA at 0, 30, 60, 90 and 120 min during the hyperinsulinemic-euglycemic clamp before (Pre) and after (Post) 6 week consumption of SCP

or Control.

7"



Chapitre 5 : Etude biodisponibilité - Matériel et
méthodes

Le présent projet de maitrise s'inscrit dans le cadre de I'étude Glucophénol qui vient d'étre présentée au chapitre
4. La particularité de la présente étude de biodisponibilité est d’établir des corrélations entre les concentrations
des métabolites de polyphénols (PP) et d’acide abscissique (ABA) avec les principaux parametres du
métabolisme du glucose mesurés lors de I'étude Glucophénol, notamment la sensibilité a l'insuline et les

variables composantes de 'OGTT.

Il convient de préciser que I'étude de biodisponibilité est une étude ancillaire de I'étude Glucophénol, ainsi les
prélevements des échantillons ont été faits en paralléle. En fait, les sujets de I'étude de biodisponibilité des
métabolites de PP et de I'ABA participaient en méme temps a I'étude clinique Glucophénol. C’est pour cela que
la méthodologie utilisée pour I'étude Glucophénol est la méme que pour celle de biodisponibilité concernant le
recrutement, les caractéristiques des sujets, les questionnaires utilisés, les mesures anthropométriques et les
mesures de la sensibilité a l'insuline, des lipides et des marqueurs inflammatoires. Ces méthodes ont été
décrites dans le Chapitre 4 aux sous-sections 4.3.2. «Subjects », 4.3.5. «Anthropometric and Blood Pressure
Measurements», 4.3.6. «Food Records and Questionnaires”, 4.3.7. «Hyperinsulinemic-Euglycemic Clampy,
4.3.8. «Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) » et 4.3.9. «Biochemical Analyses» de la partie « Methods». La
méthodologie utilisée pour la sélection des sujets, la description des breuvages de méme que le dispositif
expérimental et les méthodes de mesure des paramétres du métabolisme du glucose et de la biodisponibilité

des métabolites de PP et de 'ABA sont décrits ci-dessous aux sous-sections 5.1 a 5.3.

5.1. Etude biodisponibilité - Sujets et breuvages

Des 41 sujets de I'étude Glucophénol, un sous-groupe de 17 sujets a participé a I'évaluation de la
biodisponibilité. Chacun des sujets a conservé le méme traitement qui lui avait été assigné dans la randomisation
de I'étude Glucophénol. Ainsi, huit sujets ont consommé le breuvage expérimental et neuf sujets le breuvage
contréle. Pour étre admissibles, les participants devaient répondre aux mémes critéres d'inclusion que ceux de

I'étude Glucophénol (voir Chapitre 4 « Methods », sous-section 4.3.2. « Subjects »).

Le breuvage expérimental et le breuvage contrdle étaient isoénergétiques. L'apparence liquide et la saveur des
deux breuvages étaient également similaires. Les deux breuvages ont été formulés par Atrium Innovations Inc.
(Québec, Canada). Le breuvage expérimental riche en polyphénols de fraises et de canneberges (PFC)
contenait 1,84 g d'un mélange d’extraits de fraises Authentiques d’Orléans (Fragaria x ananassa Duch.) et de

canneberges (Vaccinium macrocarpon Aiton). Le mélange d’extraits de fraises et de canneberges a été fourni
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par Nutra Canada (Québec, Canada). Le contenu en composés polyphénoliques des deux breuvages a été
déterminé par une extraction qui a été faite en utilisant un standard interne, une solution de méthanol - acide
acétique (99:1) et une autre d’eau-acide acétique (99:1). Les extraits ont été purifiés en utilisant des colonnes
WATERS OASIS MCX et HLB. Pour I'élution, une solution d’acétonitrile-eau-acide acétique (30:69:1) a été
utilisée. Finalement, la caractérisation des composés contenus dans I'extrait a été faite par chromatographie
liquide d’ultra haute performance en phase inversée couplé avec spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-
MS/MS). En effet, différentes méthodes ont été utilisées selon les différentes molécules mesurées. Alors, la
caractérisation des anthocyanes et des ellagitannines a été faite par HPLC en phase inverse, tandis que pour
la caractérisation de procyanidines nous avons employé la méthode de HPLC en phase normale. Finalement,
pour caractériser les acides phénoliques et les flavonoides, des méthodes d’HPLC-MS/MS en mode négatif ont
été utilisées. Concernant la caractérisation d’ABA et ses métabolites, nous I'avons faite en reprenant la méthode

d'Owen et Abrams (2009), avec quelques modifications, notamment I'utilisation d'UHPLC couplé a MS/MS.

5.2. Etude de biodisponibilité — Dispositif et mesures des
parametres glucidiques

L’étude de biodisponibilité des polyphénols et d’ABA a été effectuée en suivant le dispositif expérimental en bras
paralléles avec le groupe contréle et le groupe expérimental. Il faut préciser que la présente étude a été réalisée
selon la méthode de I'essai randomisé en double insu au cours de I'étude Glucophénol et le déroulement de

I'étude est illustré dans le schéma suivant (figure 5.1).
Etude Glucophénol (n=40)

| Semainel Semqine 2 Semaine 3 Semajne 4 Semaine 5 Semaine6 |

1 ]': ( i [
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Figure 5. 1. Dispositif expérimental de I'étude de biodisponibilité

L’étude de biodisponibilité a été réalisée au jour 30 £ 3 au cours de la période 1 de I'étude Glucophénol. L'étude

de biodisponibilité comprenait des prélévements sanguins a différents temps ainsi que des procédés d’extraction
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et la mesure des teneurs plasmatiques en métabolites de PP et d’ABA, ceci dans le but de déterminer les

cinétiques d’absorption des polyphénols et de I'ABA.

Le protocole comprenait six prélévements sanguins, qui ont eu lieu au cours d’'une seule visite a I'Institut sur la
nutrition et les aliments fonctionnels (INAF) & Québec. Il débutait aprés un jeline de 12 heures et un premier
prélévement sanguin au temps zéro. Aussitot apres la prise de sang effectuée, les sujets ont consommé dans
un intervalle d’'une minute le méme breuvage qui leur avait été attribué aprés randomisation au début de I'étude
Glucophénol. Ensuite, cing prélévements sanguins ont été effectués a 30, 60, 120, 240, 360 minutes aprés la

consommation du breuvage.

En ce qui concerne le protocole d’extraction et de mesure des teneurs sanguines en métabolites de PP et d’ABA,
des procédés de chromatographie liquide a haute performance ont été utilisés et couplés a spectrométrie de
masse (UHPLC-MS/MS). Ces procédés seront décrits plus en détail dans les sous-sections suivantes (5.3.1 et
5.4). L'étude de biodisponibilité se distingue de I'étude Glucophénol, car les concentrations en métabolites de
PP et d’ABA mesurées dans le plasma de participants apres la consommation des breuvages sont considérées

les variables indépendantes ayant un effet sur les variables métaboliques dépendantes décrites ci-dessous.

Quant aux variables dépendantes a I'étude, ce sont des données sur le métabolisme du glucose recueillies lors
de I'étude Glucophénol, notamment, les résultats obtenus au cours du test oral de tolérance au glucose (OGTT),
du test de sensibilité a I'insuline (M/), sur les lipides (triglycérides et cholestérol) et les marqueurs inflammatoires
(IL-6 et TNF-a). Chacun des tests a été réalisé avant et aprés l'intervention de I'étude Glucophénol. L'OGTT a
duré deux heures avec prélévements sanguins a -15, 0, 15, 30, 60, 120 min. Il débutait aprés un jeline de 12
heures. Aprés le prélévement au temps zéro, les sujets ont pris une solution orale contenant 75 g de glucose.
Les mesures effectuées a partir de ces échantillons sanguins correspondent aux valeurs des concentrations
sanguines de glucose, d'insuline et de C-peptide. Les calculs effectués avec ces données correspondent aux
aires sous la courbe incrémentale (IAUC) de glycémie, d'insulinémie et du C-peptide. L'AUC correspond a I'aire
sous la courbe totale a partir de la valeur 0 de I'axe des « y », alors que I'|AUC correspond a I'aire sous la courbe
a partir de la valeur de la glycémie basale (a -15 minutes) (Le Floch et al, 1990). Le pourcentage de changement
de I'AUC ([IAUC valeur post — IAUC valeur pré] x 100/IAUC valeur pré) a été ainsi calculé. Les concentrations
de biomarqueurs lipidiques et inflammatoires ont été mesurées a partir d'échantillons sanguins prélevés a jeun

(avant le clamp ou au temps -15 min au début de 'OGTT).

Le clamp hyperinsulinémique-euglycémique est considéré comme la méthode la plus précise en matiére de
mesure de sensibilité a l'insuline. Ce test a débuté apres un jeline de 12 heures. Il consiste a infuser du glucose
(débit variable selon la glycémie) et de l'insuline exogéne (débit constant selon la surface corporelle) pendant

deux heures. L'utilisation de ce test a permis d’obtenir des données sur la sensibilité a 'insuline (M/]).
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5.3. Etude de biodisponibilité - Méthodes d’extraction et de
mesure des métabolites des polyphénols et de ’ABA
plasmatiques

Les procédés d'extraction et de mesure des teneurs sanguines en métabolites de PP ont été adaptés a partir
de la méthode de Marti et al. (2010) tandis que les procédés employés pour extraire et mesurer 'ABA se sont
basés plutdt sur la méthode d’'Owen & Abrams (2009), qui avaient mesuré des hormones végétales par

chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse.

La méthode d’Owen & Abrams (2009) a été utilisée pour analyser les échantillons de plasma et du breuvage de
fraises et canneberges. Quelques modifications ont été appliquées selon la matrice a analyser. Du cété des
échantillons de matrice végétale du breuvage, une extraction liquide-liquide a été faite en utilisant un standard
interne, une solution de méthanol-acide acétique (99:1) et une autre d’eau-acide acétique (99:1). Le standard
interne était une solution d’acétonitrile-eau-acide acétique (ACN:H.O:AcOH) (49,5:50:0,5) combiné avec
plusieurs analogues de deutérium (un pour chaque composé mesuré). Les extraits ont été purifiés en phase
solide (SPE) en utilisant des colonnes WATERS OASIS MCX et HLB. Pour I'élution, une solution d’acétonitrile-
eau-acide acétique (30:69:1) a été utilisée. Finalement, la caractérisation des composés a été faite par
chromatographie liquide d'ultra haute performance en phase inversée couplé avec spectrométrie de masse en
tandem (UHPLC-MS\MS). Du cbté des analyses des échantillons du plasma, la méthode décrite ci-dessus a été

suivie, sans ['utilisation de la colonne MCX (Dudonné et al., 2015).

5.3.1. Méthodes d’extraction et de mesure des métabolites des polyphénols
plasmatiques

L’extraction de métabolites des PP plasmatiques a été effectuée par la méthode décrite par Marti et al. (2010),
notamment I'extraction d’anthocyanes et de procyanidines. Quelques modifications ont été appliquées a cette

méthode pour permettre la détection d’acides phénoliques et de flavonols.

Il est & mentionner que cette méthode se distingue pour la petite quantité d’échantillon nécessaire pour la mise
en ceuvre de l'extraction et pour l'absence d’une phase d'évaporation avant de démarrer I'analyse
chromatographique (figure 5.2). En effet, le processus d’extraction a été fait dans une microplague OASIS HLB
(Waters, Milford, MA, USA) en utilisant 350 pL du plasma et 350 mL d’'un aliquot d’acide phosphorique a 4%.
Ensuite, la solution éluée a été injectée a 'UHPLC-MS/MS. L'identification des métabolites a été faite en

comparant les temps de rétention avec ceux des standards disponibles. Les métabolites détectés ont été
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quantifiés en utilisant des standards, le cas échéant, une détermination relative eu lieu en utilisant la courbe de

calibration de son aglycone ou la structure la plus similaire possible.

e Extraction (acide phosphorique)

e Extraction en phase solide-
microplaque HLB

Extraction de

métabolites de PP*

¢ Reconstitution pour
spectrométrie de masse (UHPLC-
MS/MS)

Figure 5. 2. Méthode d’extraction en plaque des métabolites des polyphénols plasmatiques

*Méthode adaptée de Marti et al., 2010.

HLB, méthodologie avec polymere mouilllable fortement hydrophilique tout usage; UHPLC-MS/MS, chromatographie en phase liquide
a haute performance avec spectrométrie de masse en tandem; MeOH, méthanol; AcOH, acide acétique; ACN, acétonitrile.

Pour chaque participant a I'étude, I'extraction et la quantification ont été réalisées a partir d’échantillons
plasmatiques prélevés a six temps différents, c’est-a-dire 0, 30, 60, 120, 240 et 360 minutes aprés la prise orale
du breuvage d'extraits de fraises et de canneberges, dans le but de calculer I'évolution de la concentration des
métabolites des PP et de 'ABA.

5.4. Etude de biodisponibilité - Validation du procédé d’extraction
d’ABA plasmatique

Afin de sélectionner le meilleur protocole pour extraire 'ABA plasmatique, trois différentes méthodes ont été
testées. Deux méthodes, I'une totale et 'autre partielle, étaient habituellement utilisées pour extraire 'ABA de
matrices autres que le plasma, notamment du sirop d'érable (extraction partielle) ou du jus de fruits (extraction
totale). La troisiéme méthode était celle utilisée pour extraire les métabolites plasmatiques des polyphénols (voir
sous-section 5.3.1). Les trois méthodes incluaient des procédés de chromatographie en phase solide.
Cependant, chaque méthode présente des caractéristiques individuelles particuliéres par rapport aux autres.
Les caractéristiques spécifiques pour les méthodes de I'extraction partielle et totale sont décrites dans la figure
5.3.
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(UHPLC-MS/MS) (W]

Figure 5. 3. Méthodes testées pour faire I'extraction de 'ABA

*Méthode adaptée d’Owen et Abrams, 2009.

MCX, méthodologie avec polymére mouillable pour échange intense de cations (polymére de type mixte en phase inverse); HLB,
méthodologie avec polymeére mouillable fortement hydrophilique tout usage;

UHPLC-MS/MS, chromatographie en phase liquide a haute performance avec spectrométrie de masse en tandem; MeOH, méthanol;
AcOH, acide acétique; ACN, acétonitrile.

La mise au point a permis de déterminer que la méthode d’extraction d’ABA partielle permettait d’extraire 'ABA
plasmatique plus rapidement et avec des procédés moins colteux que les deux autres. C'est pourquoi cette

méthode a été sélectionnée pour faire les extractions d’ABA plasmatique.

La méthode d’extraction d’acide abscissique choisie a été validée en deux étapes: 1) par une analyse
d’échantillons sanguins de plasma chez 'humain. Les échantillons utilisés pour I'optimisation de la méthode
d’extraction comprenaient des échantillons de plasma sanguin de deux sujets humains différents avec deux
quantités différentes d’ABA: 10 uM et 1000 uM; et 2) par une analyse d’échantillons de plasma de rats dans le
but de vérifier la faisabilité du protocole en conditions «réelles». Pour ce faire, trois rats gavés a I'ABA (10 mg/kg)
et trois rats témoins (0 mg/kg) ont été utilisés. Pour chacun des rats, trois prélévements sanguins ont été
effectués a 0 (a jeun), 30 et 180 minutes apres le gavage de chaque rat, et sept métabolites d’ABA ont été
mesurés : I'acide dihydroxyphaséique (DPA), 'acide phaséique (PA), le 7-hydroxy acide abscissique (7-OH-
ABA), I'acide abscissique glucose ester (ABA-GE), le frans-acide abscissique (trans-ABA), le neo- acide

abscissique (neo-ABA) et I'acide abscissique glucuronide (ABA Gluc).
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5.5. Etude de biodisponibilité - Aires sous la courbe (AUC) et
Statistiques

Les aires sous la courbe (AUC) de méme que les aires incrémentales sous la courbe (IAUC) ont été calculées
en Excel version 14.6.6 selon la méthode trapézoidale. La méthode consistait a faire la somme de la
concentration obtenue a un moment donné plus la concentration obtenue au moment suivant, divisé par deux,
fois le numéro de minutes compris dans l'intervalle de temps des deux moments utilisés pour la premiére
somme. Il faut faire la méme équation pour chaque intervalle de temps compris dans 'AUC a calculer.
Finalement, les résultats de ces équations doivent étre additionnés pour obtenir 'aire sous la courbe. D’autre
part, pour calculer les aires incrémentales sous la courbe (IAUC) il est suffisant de prendre la valeur obtenue
d’AUC pour lui faire soustraire le résultat de la multiplication de la valeur de la concentration atteinte a -15

minutes par le numéro de minutes compris dans l'aire a calculer.

Les logiciels SAS version 9.3 et Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA) ont été utilisés pour faire
les analyses statistiques et les graphiques. Les coefficients de corrélation ont été calculés par la méthode de
Pearson pour détecter les associations entre les variables. Des corrélations significatives ont été retrouvées
entre les variables de lipides sanguins et les variables de 'OGTT. Pour se protéger des erreurs a dues a ces
associations, des corrections de Bonferroni ont été appliquées. Le niveau de signification statistique résultant
correspond a p<0,004 pour les variables lipidiques et pour les variables de 'OGTT utilisés dans les calculs des
coefficients de corrélation (IAUC de la glycémie, I'insulinémie et du C-peptide). La méthode de Pearson n'a pas
montré d’associations entre les paramétres inflammatoires ou entre les valeurs de M/l et les autres variables;

ainsi aucune autre correction de Bonferroni n'a été utilisée pour ces paramétres.

Les analyses des variations des paramétres du métabolisme du glucose (M/, IAUC de la glycémie, de
linsulinémie et du C-peptide, de lipides et de marqueurs inflammatoires) a I'intérieur des groupes ont été
effectuées par test unilatéral (one-tailed) de Wilcoxon pour données pariées. D'un autre c6té, les analyses des
changements entre les deux groupes ont été réalisées a I'aide de différents tests, selon les critéres de normalité
atteints. Avec des données normales, des tests de Welch ont été effectués avec corrections pour des variances
inégales. Des transformations logarithmiques ont été également appliquées sur les données brutes des
variables non-normales pour atteindre le critere de normalité (IAUC glycémie & 30 minutes en préintervention,
IL-6 post, TFN-a post, triglycérides pre et post, CHOL-LDL pré et post). Lorsque les données n’atteignaient pas
le critere de normalité, des tests non paramétriques de Mann-Whitney ont été réalisés. Du c6té des analyses

éffectués a l'intérieur des groupes, ils ont été effectués par test de Wilcoxon pour données pairiées.

Des analyses d’ANOVA a mesures répétées ont été réalisées pour vérifier les effets traitement, temps et les

interactions traitement x temps pendant les cinétiques (0 a 360 minutes) des sept molécules étudiées, I'acide p-
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coumarique, l'acide m-coumarique, l'acide férulique, l'acide hydroxyhippurique, le cis-ABA, l'acide

dihydroxyphaséique et I'ABA glucuronide.

Une régression linéaire multiple robuste avec M estimations a été calculée en utilisant une procédure
ROBUSTREG de SAS 9.4 (SAS Institute, Cary NC). Pour éviter le surajustement et faire la sélection idéale du
modele, la valeur la plus petite de AICR a été jugée le meilleur modele (Akaike criterion). Prenant en compte la
petite taille de I'échantillon (17 sujets) et la multiplicité des analyses, des corrections de Bonferroni ont été
appliquées. Ainsi, le seuil de p a été considéré comme étant significatif a p<0,0017 pour les résultats de la
régression entre les teneurs de métabolites de PP et d’ABA avec les parameétres de métabolisme du glucose.
En matiére d’analyse de la concentration des métabolites de PP et d’ABA aprés consommation du breuvage, le
seuil de p a été considéré comme étant significatif a p<0,0025, car il tient compte du nombre de métabolites des

PP et de I'ABA qui sont reliés entre eux.

5.5.1. Corrélations de teneurs plasmatiques en métabolites des PP et d’ABA avec
différents paramétres du métabolisme du glucose

Une régression linéaire multiple robuste a été calculée pour détecter les possibles corrélations entre la
concentration des métabolites de PP et d’ABA et les changements observés dans le métabolisme du glucose.
Lesdites concentrations des métabolites ont été exprimées en aire de concentration (nM x minutes) sous la
courbe entre 0 et 30 minutes aprés la consommation des breuvages (AUC 0-30) tandis que les variables
dépendantes reliées au glucose ont été exprimées en pourcentage de changement de I'aire incrémentale sous
la courbe de concentration plasmatique du glucose, d'insuline et du C-peptide pendant les 30 premiéres minutes
de 'OGTT (IAUC 0-30) et pendant 'OGTT au complet (IAUC 0-120).

La régression linéaire multiple robuste a aussi été calculée pour détecter des possibles corrélations entre les
métabolites des PP et de I'ABA avec les changements observés de la sensibilité a l'insuline, des lipides

plasmatiques et des marqueurs inflammatoires.
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Chapitre 6 : Résultats

6.1. Mise au point du procédé d’extraction d’ABA

Les résultats de la mise au point du procédé d’extraction ont montré que la méthode d’extraction partielle
représente la meilleure méthode pour extraire et quantifier les molécules d’ABA. La sélection de la méthode est
basée sur les meilleurs pourcentages de récupération d’ABA ainsi que sur les pourcentages de suppression des
standards internes atteints par chacune des méthodes. Du coté de la récupération d’ABA, les pourcentages
obtenus ont montré que la méthode d’extraction totale permet un bon pourcentage de récupération pour les
quantités élevées d’ABA, mais non pas pour les quantités faibles de I'ordre de 10 pg/uL. Concernant les
résultats de la méthode d’extraction de métabolites de PP, elle n'a pas fonctionné pour la récupération de I'ABA.
En effet, autant les quantités importantes que les plus faibles ne sont pas récupérables par cette méthode (0%
de récupération). D'autre part, la méthode d’extraction partielle a montré les meilleurs pourcentages de

récupération pour les deux différentes quantités d’ABA, avec des pourcentages au-dessus de 80% (tableau

6.1).

Tableau 6. 1. Comparaison des pourcentages de récupération de deux différentes doses d’ABA a partir de
trois méthodes d’extraction différentes

Sujet ABA(;g?jﬁ)m mé Méthode ABA détecté (pg/uL) | Récupération %
SD 10 Extraction totale 6,3 63
PD 10 Extraction totale 78 78
SD 1000 Extraction totale 967,5 97
PD 1000 Extraction totale 848,0 85
SD 10 Extraction partielle 84 84
PD 10 Extraction partielle 9,3 93
SD 1000 Extraction partielle 810,7 81
PD 1000 Extraction partielle 869,7 87
SD 10 Extraction de métabolites de PP 54494 54494
PD 10 Extraction de métabolites de PP 0 0
SD 1000 Extraction de métabolites de PP 0 0
PD 1000 Extraction de métabolites de PP 0 0

ABA, acide abscissique; PP, polyphénols

Concernant les pourcentages de suppression observés lors des résultats des analyses des standards internes,

la méthode partielle montre les pourcentages les plus bas par rapport aux autres méthodes, ce qui appuie a

nouveau I'utilisation de cette méthode pour extraire 'ABA (tableau 6.2).
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Tableau 6. 2. Comparaison des pourcentages de suppression des standards d’ABA & partir de trois méthodes
d’extraction différentes

% de suppression
. ABA . . d4-7-OH- | d5-ABA- | d4-trans- | d3-Neo-
Sujet | consomé Méthode d4-ABA | d6-ABA | d3-DPA | d3-PA ABA GE ABA PA
(pg/pL)
SD 10 Extraction totale 49 -4 55 61 44 47 47 48
PD 10 Extraction totale 44 4 46 63 35 39 39 43
SD 1000 Extraction totale 27 2 44 55 18 48 42 44
PD 1000 Extraction totale 30 0 47 63 25 47 36 44
SD 10 Extraction partielle 7 -4 0 7 -31 8 9 8
PD 10 Extraction partielle 9 3 6 8 -9 27 17 12
SD 1000 Extraction partielle 4 1 22 21 9 34 22 22
PD 1000 Extraction partielle 8 -4 20 17 -41 34 9 21
SD 10 Extraction métabolites de PP 100 -1 100 100 100 100 100 100
PD 10 Extraction métabolites de PP 100 -2 100 100 100 100 100 100
SD 1000 Extraction métabolites de PP 100 -8 100 100 100 100 100 100
PD 1000 Extraction métabolites de PP 100 -5 100 100 100 100 100 100

ABA, acide abscissique; DPA, acide dihydroxyphaséique; PA, acide phaséique; OH-ABA hydroxy acide abscissique; ABA-GE, acide
abscissique glucose ester.

Les résultats de la deuxieme étape de validation de la méthode d’extraction sont en accord avec ceux obtenus

lors de la premiére étape. En effet, les analyses faites avec le plasma de rats ont confirmé que la méthode

d’extraction partielle permet d’extraire correctement 'ABA et ses métabolites. Les extractions faites chez les

rats ont montré des différences claires entre les déterminations plasmatiques d’ABA et ses composés chez les

rats gavés et non gavés. Au tableau 6.3, nous pouvons voir un exemple des différences de concentrations

trouvées chez les rats.

Tableau 6.3. Comparaison des concentrations d’ABA et ses composés' chez un rat gavé et un rat non-gavé a

'ABA
7-OH- ABA- trans-
Qo 1 1 1 _ 1 - 1
cis-ABA DPA PA ABA! GE! ABA Neo-PA ABA-Glucu
Rat non gavé a
oA 15 ND | 6.1 ND ND ND ND ND
Ralt,/fg\/’f 4 | 45106 | ND | 231 | 1288 ND | 40039 30,7 1487

1 Concentrations atteintes aprés 30 minutes du gavage (pg/uL).
ABA, acide abscissique; DPA, acide dihydroxyphaséique; PA, acide phaséique; OH-ABA, hydroxy acide abscissique; ABA-GE, acide
abscissique glucose ester; ABA-Glucu, acide abscissique glucuronide.
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6.2. Composition phénolique des breuvages

Selon 'appartenance au groupe «expérimental» ou au groupe «contrble», les sujets participant a I'étude ont
consommeé des breuvages qui contenaient différentes quantités de chacun des composés phénoliques. En effet,
les analyses des breuvages expérimental (PFC) et controle ont permis de confirmer que la quantité des

composés phénoliques était significativement différente entre les breuvages (Chapitre 4, tableau 4.1).

La caractérisation des breuvages a démontré que le breuvage contenait des proanthocyanidines (PACs) de
différentes tailles notamment des monomeéres, dimeres et polyméres. Parmi ces trois tailles de molécules, les
plus répandues dans les deux breuvages sont les polymeres, suivis par les monoméres et les dimeres.
Concernant le contenu total des PACs, il est environ quatre fois plus élevé dans le breuvage expérimental (PFC)

par rapport au breuvage contréle.

D'un autre coté, une dizaine d'acides phénoliques ont été également retrouvés dans les breuvages. Parmi ces
dix acides, ceux retrouvés en plus grande quantité dans le breuvage expérimental sont les acides coumariques,
plus spécifiquement I'acide p-coumarique (9095 ug/120 ml), 'acide m-coumarique (2051 pg/120 ml) et I'acide
coumaroyl glucoside (5508 pg/120 ml). La concentration totale en acides phénoliques est environ cinqg a six fois

plus importante dans le breuvage expérimental par rapport au breuvage contréle.

6.3. Composition en ABA des breuvages

Concernant la différence de la composition d’ABA de deux breuvages, les résultats de la caracterisation ont
démontré que les valeurs de p calculées étaient toujours significatives. En effet, une différence significative a
été vérifiée pour les sept composés retrouvés dans les deux breuvages (voir tableau 6.4). Ce qui permet de

constater la validité de I'utilisation de ces breuvages.
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Tableau 6. 4. Composition d’ABA des breuvages expérimentaux

Composition ABA (ug/120ml) Controle! PFC?
cis-ABA ND 79,0+4,6*
PA ND 14,7+1,3*
DPA 2,4+0,2 53,317 4*
7-OH-ABA ND 0,7240,10*
ABA-GE | 0,04+0,01 47 147,7*
frans-ABA ND 6,6+0,4*
neo-PA ND 0,09+0,08*
Total 2,4+0,2 201,6+10,8*

"Moyenne = écart type

ND, non-détecté/en-dessous du limit de détection; PFC, polyphénols de fraises et canneberges. * (p<0,05)

ABA, acide abscissique; DPA, acide dihydroxyphaséique; PA, acide phaséique; OH-ABA, hydroxy acide abscissique;
ABA-GE, acide abscissique glucose ester.

La quantité d’ABA totale retrouvée dans le breuvage expérimental (PFC) est trés supérieure a celle contenue
dans le breuvage contréle. En fait, les molécules retrouvées dans le breuvage expérimental n'ont pas toujours
été détectées dans le breuvage contréle. Seulement I'acide dihydroxyphaséique (DPA) et I'ester de glucose de

I'acide abscissique (ABA-GE) se trouvent dans les deux breuvages.

Du c6té du breuvage expérimental, la molécule qui se trouve en plus grande quantité est I'acide abscissique
sous la forme cis, suivie de I'acide dihydroxyphaséique et de I'ester de glucose de I'acide abscissique. La somme
de la concentration de ces trois molécules constitue 89% du total des molécules retrouvées dans le breuvage

expérimental.

6.4. Caractéristiques de base des participants

Les caractéristiques de base des participants a I'étude correspondent a ceux de I'étude Glucophénol (Chapitre
4. Sous-section 4.3.2. Subjects). En effet, le sous-groupe de 17 participants provenant de I'étude Glucophénol
(8 femmes, 9 hommes) recrutés dans la ville de Québec présentait des caractéristiques homogénes. Le tableau
6.5 montre que I'age ainsi que les mesures anthropométriques, telles que le poids corporel, I'IMC, le tour de
taille et le tour de hanches ne présentent pas des différences intergroupes. Tous les sujets montraient une
adiposité abdominale accrue avec un tour de taille de plus de 94 ¢cm dans le cas des hommes et de plus de 80
cm pour les femmes. De méme, les résultats pour le profil lipidique dans les deux groupes a I'étude sont
semblables. La glycémie a jeun ainsi qu'a deux heures et I'insulinémie a jeun sont des variables qui ne montrent
pas des variations intergroupes significatives (tableau 6.5). Il est a noter qu'au début de I'étude, tous les
participants montraient un niveau d'insuline a jeun trés élevé (>60 pmol/L) indiquant une résistance a l'insuline.

En fait, la plupart des participants (14/17) ont présenté un niveau d’insuline a jeun =105 pmol/L.

83



Les résultats glycémiques (a jeun et a 2-heures) permettent de classifier les participants selon leur tolérance ou

intolérance au glucose. L'état d’anomalie de la glycémie a jeun (impaired fasting glucose — IFG) est définie par

un niveau de 5,6 a 6,9 mmol/L de glucose a jeun, tandis que I'état d'intolérance au glucose (IGT) est défini par

un niveau de 7,8 a 11,0 mmol/L du glucose plasmatique a 2-heures lors d’un test oral de tolérance au glucose

(OGTT) (American Diabetes Association, 2014). Ainsi, du total des participants de I'étude de biodisponibilité, la

plupart présentait une altération de la tolérance au glucose. En effet, neuf sujets montraient une anomalie de la

glycémie a jeun (IFG), cinq sujets présentaient une intolérance au glucose (IGT) et trois sujets étaient atteints

par les deux altérations (IFG et IGT). Seulement cing sujets ont montré une tolérance normale au glucose (NGT).

Tableau 6.5. Caractéristiques de base des participants

Variables Contréle’ (n=9) PFC' (n=8) valeur p
Age (années) 58+2 55+2 0,14
Poids corporel (kg) 92,4459 79,7434 0,11
IMC (kg-m?) 32,715 29,713 0,24
Tour de taille (cm) 108,2+3,8 102,2+3,5 0,42
Tour de hanches (cm) 112,242,3 108,2+3,6 0,21
Cholestérol (mmol-L)
Total 4,9+0,2 5,410,3 0,17
HDL 1,310,1 1,310,1 0,96
LDL 3,0£0,2 3,2+0,3 0,61
Total TG (mmol-L-") 1,6£0,2 2,0+0,4 0,38
Total chol./HDL chol. ratio 4,1£0,3 4,545 0,56
Glycémie plasmatique a jeun (mmol-L-") 5,8+0,2 5,8+0,2 0,75
Glycémie plasmatique a 2h (mmol-L) 7,4+0,6 7,2+0,5 0,91
Insuline plasmatique a jeun (pmol-L") 144,7+23,5 110,4+11,9 0,22
Sexe n (%) n (%)
Femmes 4 (45) 4 (50) -
Hommes 5 (55) 4 (50) -

"Moyenne = erreur-type

PFC, polyphénols de fraises et canneberges; n, nombre de sujets.

IMC, Indice de masse corporelle; HDL, lipoprotéines de haute densitée; LDL, lipoprotéines de basse densité; chol., cholésterol.

6.5. Composition phénolique plasmatique.

Une procédure de chromatographie UHPLC couplée a MS/MS a permis de détecter les métabolites de

polyphénols dans le plasma des participants de I'étude de biodisponibilité (tableau 6.6). Ainsi, les résultats

présentés au tableau 6.6 correspondent aux moyennes des aires sous la courbe individuelle calculées en
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considérant six points. Chaque point est défini par la concentration trouvée lors de prélévements sanguins a 0,
30, 60, 120, 240 et 360 minutes.

L'analyse a permis de détecter 21 métabolites de polyphénols plasmatiques. Les molécules phénoliques
retrouvées dans le plasma des participants ne correspondent pas forcément a celles retrouvées dans le
breuvage de fraises et canneberges. En effet, une fois absorbées au niveau de l'intestin, les molécules natives
(molécules consommées) sont soumises a un métabolisme de phase Il trés intense et sont fortement modifiées,
ce qui signifie que les molécules sont glucuronidées, sulphatées ou méthylées afin de les rendre plus solubles
et de les éliminer au niveau du rein. Ainsi, la présence des molécules plasmatiques est différente de celle des

molécules phénoliques consommées (Scalbert & Williamson, 2000).

La concentration plasmatique des métabolites totaux présente une différence entre les deux groupes a I'étude
(p<0,05). Cependant, il est important de regarder les différences dans les concentrations individuelles des
métabolites pour pouvoir identifier les molécules qui sont significativement différentes a l'intérieur de I'ensemble

des métabolites.

Parmi les 21 molécules identifiées, la molécule la plus abondante dans le plasma est lacide
hydroxyphénylpropionique. En effet, I'acide hydroxyphénylpropionique retrouvé dans le plasma des sujets du
groupe controle correspond a 80% de la quantité retrouvée dans le plasma des sujets appartenant au groupe
expérimental. Cependant, la concentration de cet acide entre le groupe expérimental et le groupe controle n’est

pas statistiquement différente (p=0,38).

Du c6té du groupe contréle, les molécules les plus abondantes, aprés 'acide hydroxyphénylpropionique, sont
I'acide vanillique et I'acide hydroxybenzoique. Il est probable qu'aucun des deux acides ne provienne du

breuvage, car le groupe expérimental montre des concentrations trés similaires au groupe contréle.

Des 21 molécules retrouvées dans le plasma, seulement quatre ont montré une concentration significativement
plus élevée chez le groupe expérimental (PFC) par rapport au groupe contréle (p<0,0001) (tableau 6.6). Ces
quatre molécules correspondent a la catégorie des acides phénoliques, dont I'acide hydroxyhippurique, I'acide

m-coumarique, l'acide p-coumarique et I'acide férulique.

La concentration d'acide hydroxyhippurique dans le groupe traité est la deuxiéme plus abondante, aprés I'acide
hydroxyphénylpropionique. Par contre, chez le groupe controle, seulement 19% de cette concentration a été
mesurée. En ce qui concerne la concentration d’acide férulique, le groupe contrle a atteint seulement 4,5% de
la concentration trouvée chez le groupe expérimental. Méme si les concentrations des acides coumariques sont

faibles dans le groupe expérimental, nous retrouvons dans le groupe contréle des pourcentages encore plus
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faibles (<1%). Cette différence entre les deux groupes a I'étude suggére une bonne biodisponibilité des acides

coumariques.
Tableau 6.6. Composition phénolique plasmatique
Métabolite Concentration plasmatique AUC (nM - min)
Controle! PFC!
Quercétine glucuronide 286 + 232 416 + 189
Quercétine sulfate 74 £ 36 152 + 98
Isorhamnétine glucuronide sulfate 158 £ 27 160 £ 26
Méthyle catéchines glucuronide 44 + 8 334
Dihydroxyphényl-y-valérolactone 107 £ 69 246 £ 93
Diméthyle ellagique acide glucuronide 363 + 57 436 + 109
Cyanidine 1514 1917
Pelargonidine 7+2 71
Cyanidine glucuronide 2817 3915
Acide dihydroxyphénylpropionique 458 + 102 701 £ 91
Acide hydroxyphénylpropionique 1861+ 770 2330 + 744
Acide dihydroxyphénylacetique 551 + 46 663 + 105
Acide hydroxyphénylacetique 624 £ 97 602 £ 51
Acide hydroxybenzoique 1077 £+ 306 1378 £ 403
Acide hydroxyhippurique 386 69 2046 * 254 **
Acide benzoique 623 + 30 575 + 31
Acide m-coumarique 7%3 859 £ 53 **
Acide p-coumarique 174 £18 **
Acide caféique 307 £55 438 £ 71
Acide férulique 9+4 203 39 **
Acide vanillique 1621 + 147 1903 + 334
Métabolites totaux 8607 + 852 13379 £ 2050 *

Moyenne + écart-type. * p<0,05, ** p<0,0001

AUC, Aire sous la courbe; PFC, polyphénols de fraises et canneberges.

6.5.1. Evolution de la concentration plasmatique des acides p-coumarique, m-
coumarique, férulique et hydroxyhippurique apres I'ingestion du breuvage PFC

Aprés l'identification des molécules significativement différentes entre le groupe expérimental et le groupe
contréle, il est intéressant de faire une analyse de I'évolution de la concentration plasmatique de ces quatre
molécules, les acides p-coumarique, férulique, m-coumarique et hydroxyhippurique. Dans le chapitre 4, figure
4.5, nous observons que les pics d’absorption maximale se présentent a 30 minutes, a partir de ce moment, la
chute de la concentration débute. Cependant, une faible présence des acides coumariques s'observe encore

jusqu'a six heures aprés la consommation du breuvage.
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6.6. Composition en ABA plasmatique

La méme procédure de chromatographie a permis d’extraire, d'identifier et de quantifier les molécules d’ABA et
ses composeés dans le plasma des participants de I'étude de biodisponibilité. Les données présentées au tableau
6.7 correspondent aussi aux aires sous la courbe, calculées exactement de la méme fagon que les aires de
métabolites de polyphénols (décrit a la section méthodologie sous-section 5.5). Sept différentes molécules ont

été observées lors de cette analyse dans les deux groupes a I'étude (tableau 6.7).

La concentration d’acide phaséique est semblable entre les deux groupes mais représente la plus importante
en quantité par rapport aux autres métabolites. Dans le groupe expérimental, la deuxiéme molécule la plus
abondante est I'ABA glucuronide. La différence dans les concentrations de cette molécule entre les deux
groupes est trés significative (p<0,0001). De son cbté, la concentration du cis-ABA chez le groupe PFC a
quadruplé par rapport a celle du groupe contréle (p<0,05) et celle du DPA était onze fois plus élevée (p<0,05).
Bien que la différence de concentration du cis-ABA soit significative, il est important de noter qu’elle représente

la molécule avec la concentration la plus faible dans le groupe expérimental.

Tableau 6. 7. Composition en ABA plasmatique

. . Concentration plasmatique AUC (nM - min)
Metabolite Contréle? PFC!
cis-ABA 441+ 116 1747 + 416"
PA 7818,2 + 325,5 7156,9 + 469,0
DPA 236+115 262,6 + 51,6*
7’-OH-ABA 328,3 £ 66,4 512,1+40,0
ABA-GE 458,9 + 33,2 512,5+40,0
neo-PA 884,3 + 60,7 984,2 + 57,4
ABA-glucuronide 1718+ 275 1396,1 + 244 8***

Moyenne + écart-type. * p< 0,05, ** p< 0,0001
AUC, aire sous la courbe; PFC, Polyphénols de fraises et canneberges ; ABA, acide abscissique; DPA, acide dihydroxyphaséique; PA
acide phaseéique; 7-OH-ABA, 7-hydroxy acide abscissique; ABA-GE, acide abscissique glucose ester.

6.6.1. Evolution des concentrations plasmatiques de cis-ABA, de DPA et d’ABA
glucuronide aprées ingestion du breuvage PFC

La mesure des cinétiques plasmatiques de cis-ABA, de DPA et d’ABA glucuronide permet de déterminer leur
concentration a jeun et de comprendre leur degré de biodisponibilité post-absorptive (figure 6.1). Cette
information fournit des hypothéses sur la provenance des molécules, notamment a savoir si elles sont produites
de fagon endogéne ou exogéne. Dans ce cas particulier, les valeurs moyennes au temps zéro de cis-ABA (0,1
nM), de DPA (0,0 nM) et d’ABA Glucuronide (0,0 nM) semblent étre de provenance exogene considérant I'état

a jeun des participants.
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L'analyse statistique ANOVA a mesures répétées a révélé une interaction traitement x temps dans les cinétiques
de cis-ABA (p<0,0001), DPA (p=0,0007) et d’ABA-glucuronide (p<0,0001). En effet, la figure 6.1 permet
d'observer que la réponse au traitement dans le temps est clairement différente entre les deux breuvages. Ainsi,
I'évolution de la concentration de cis-ABA présente un pic a 30 minutes (p<0,001) mais il n’y a pas de différence
significative aprés 60 minutes. Concernant DPA, les concentrations dans le groupe expérimental (PFC) versus
le groupe contréle sont significativement différentes a 30 (p<0,001), 60 (p<0,001) et 120 (p<0,001) minutes de
la cinétique. Les concentrations aux temps 0, 240 et 360 minutes ne sont pas significativement différentes.
Concernant la cinétique d’ABA glucuronide, les concentrations moyennes atteintes dans le groupe expérimental
a 30, 60 et 120 minutes, ont des niveaux de signification par rapport au groupe contréle de I'ordre de p<0,001,
ce qui est tres significatif. De méme, la concentration a 240 minutes est significativement différente (p<0,01).
Ainsi, nous observons des baisses moins prononcées de DPA et d’ABA glucuronide et un taux d'élimination de
ces molécules plus lent. En fait, contrairement a ce qui est observé du coté de cis-ABA, les teneurs de DPA et
d’ABA glucuronide sont demeurées significatives plus longtemps au cours de la cinétique (figure 6.1). Malgré
que les concentrations atteintes & 360 minutes ne soient pas significativement différentes entre les deux
groupes, il est a noter que les concentrations de DPA et d’ABA glucuronide ont maintenu des niveaux au-dessus
de zéro, plus de six heures aprés avoir bu le breuvage expérimental. En effet, la concentration moyenne de
DPA a 360 minutes est de 0.4 nM et celle d’ABA glucuronide est de 1.5 nM.
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Figure 6. 1. Cinétiques plasmatiques de a) cis-ABA, b) de DPA et ¢) d’ABA glucuronide
*p<0,05, *p<0,01, *** p<0,001

6.7. Variation de la sensibilité a I'insuline (M/))

Dans I'étude Glucophénol (Chapitre 4), des changements marqués ont été observés au niveau de la sensibilité
a l'insuline (M/l) chez un échantillon de 39 participants. En effet, une amélioration de 14% de la sensibilité a

linsuline (M/l) a été observée chez le groupe expérimental (PFC) alors que le groupe controle a montré une
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diminution de 7%, ceci a entrainé une différence significative entre les variations observées a l'intérieur des

deux groupes (+0,9 £ 0,5 x 103 mg-kg*-min-"-pmol-*vs -0,5 £ 0,5 x 103 mg-kg"-min-'-pmol-, p=0,03).

Malgreé les bénéfices atteints par la prise du breuvage de fraises et de canneberges au sein de cette cohorte de
39 sujets, dans la sous-population des 17 sujets ayant participé a I'étude de biodisponibilité, ces paramétres
n'ont pas atteint le niveau de signification. Méme si dans le groupe PFC nous observons une augmentation
moyenne de 13% de la sensibilité a I'insuline (M/]) (voir tableau 6.8), cette augmentation n'est pas significative
a l'intérieur du groupe PFC, selon la valeur de p obtenue pour le test de t des valeurs M/l pré vs M/l post
intervention (p=0,56). Il est important de considérer que les valeurs pré-intervention de M/l étaient similaires
entre les deux groupes a I'étude, ce qu'il faut considérer pour juger de la validité des observations suivantes,

notamment les changements observés dans ce paramétre aprés l'intervention.

Tableau 6. 8. M/l en pré et post intervention

Contréle (n9) PFC (n 6)

Variabl
ariables Pro Post’ Pre! Post! p"

M/

: 0,006+0,001 0,006+0,001 | 0,005+0,001 | 0,006+0,001 -
(mg-kg"-min-!-pmol)

Delta? Delta?
M/ 0,00025+0,00052 0,00038+0,00058 0,88
% changement? % changement?
M/ 14,63+13,18 13,04+13,56 0,83

*Valeur de p pour le % de changement entre les 2 groupes

" Moyenne = erreur-type.

2Delta (valeur post - pré). Moyenne + erreur-type.

3Pourcentage de changement ((valeur post - pré)/pré) * 100). Valeur moyenne = erreur-type.
PFC, Polyphénols de fraises et canneberges; M/l, sensibilité & I'insuline.

6.8. Variation des parametres inflammatoires et des lipides
sanguins

Les pourcentages de changement observés pour les paramétres inflammatoires et lipidiques avant et aprées
lintervention sont faibles. Nous n’observons donc pas de différence dans ces pourcentages de changement

entre les deux traitements (voir tableau 6.9).
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Tableau 6. 9. Paramétres inflammatoires et lipides sanguins en pré et post intervention

Controle (n=9) PFC (n=8)

Variables Pré Post Pré Post
Moyenne | SEM | Moyenne | SEM | % changement’ | Moyenne | SEM | Moyenne | SEM | % changement! p*
IL-6 4,3 0,5 41 0,7 -5,7 4,2 0,5 48 0,8 11,7 0,14
TNF-a 4,6 0,3 4,3 0,4 -5,3 4,2 0,7 4,0 0,7 -3,5 0,95
TG 1,6 0,2 1,5 0,2 0,6 2,0 0,4 1,9 0,3 -3,8 0,75
Chol Tot 49 0,2 5,0 0,1 2,4 54 0,3 5,6 0,4 2,2 0,54
Chol HDL 1,3 0,1 1,3 0,1 1,8 1,3 0,1 1,3 0,1 1,6 0,97
Chol LDL 3,0 0,2 3,1 0,3 4,1 3,2 0,3 34 0,4 6,5 0,76
Ratio? 41 0,3 4,0 0,2 0,8 45 0,5 45 0,4 0,7 0,97

' Pourcentage de changement ((valeur post - pré)/pré) * 100).
2Ratio cholestérol total/HDL.
*Valeur de p pour les % de changement entre les 2 groupes.
PFC, Polyphénols de fraises et canneberges; IL-6, interleukine-6; TNF- a, facteur de nécrose tumorale alpha; TG, triglycérides; Chol
Tot, cholésterol total, HDL lipoprotéines de haute densitée; LDL, lipoprotéines de basse densité.

6.9. Parametres du métabolisme du glucose mesurés lors de

FOGTT

L'application des critéres d'inclusion bien spécifiques a permis d'obtenir des valeurs initiales de la glycémie, du

C-peptide et d'insuline similaires entre les deux groupes de I'étude (tableau 6.10).

Tableau 6. 10. IAUC pré-intervention (0 a 30 minutes et 0 a 120 minutes)

IAUC pré-intervention 0 a 30 min
Controle! PFC? p
Glycémie 66,58 + 6 60,75+ 6 0,98
Insuline 13958 + 1434 9270 + 1666 0,06
C-peptide 43719 £ 4355 33990 + 5339 0,28
IAUC pré-intervention 0 a 120 min
Controle! PFC? p
Glycémie 365,3 + 50 382,2+50 0,81
Insuline 103170 + 18280 69866+17791 0,32
C-peptide 426855 + 28052 310365+ 3778 0,14

Moyenne + erreur-type.

Test de Mann-Whitney. Valeur de p significative <0,05

IAUC, Incremental area under the curve; PFC, Polyphénols de fraises et canneberges.



6.9.1. IAUC de la glycémie 0 a 30min

Les valeurs d'IAUC de la glycémie obtenue de 0 & 30 minutes ont augmenté faiblement, de I'ordre de 2%
(p=0,29) chez le groupe controle et de 10% (p=0,47) chez le groupe expérimental. Dans les deux groupes, ce
pourcentage de changement de la glycémie est donc non significatif. De plus, la comparaison des pourcentages
de changement des groupes contréle et PFC ne correspond pas a un changement significatif (p=0,41) (figure
6.2).
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Figure 6. 2. IAUC glycémie de 0 & 30 minutes

Moyenne par groupe + erreur-type. n=17

6.9.2. IAUC de la glycémie 0 a 120min

L'analyse de la glycémie tout au long de 'OGTT (IAUC de 120 minutes) n'a pas montré des résultats différents
a ceux obtenus dans la courbe incrémentale de concentration de 0 a 30 minutes (IAUC de 30 minutes). Les
pourcentages de changement a l'intérieur de chaque groupe ne sont pas différents entre les valeurs pré- et
post-intervention, -10% dans le groupe contréle (p=0,10) et 7% dans le groupe PFC (p=0,47). De plus, le

pourcentage de changement n'est pas différent entre le groupe contréle et le groupe PFC (p=0,30) (figure 6.3).
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Figure 6. 3. IAUC glycémie

6.9.3. IAUC de l'insulinémie 0 a 30min

La réponse insulinémique pendant les 30 premiéres minutes de 'OGTT est présentée a la figure 6.4. Dans le

de 0 & 120 minutes
Moyenne par groupe % erreur-type.
n=17

groupe controle, 'NAUC a augmenté de 19 % de fagon non significative (p=0,10) par rapport a une diminution

non significative de 17% dans le groupe PFC (p=0,37). Malgré cette réponse attendue (diminution de

linsulinémie chez le groupe traité), la valeur de p résultante de la comparaison des pourcentages de

changement entre les deux groupes a I'étude n’est pas significative (p=0,12) (figure 6.4). Cependant, ces

résultats suggérent une tendance vers la diminution de l'insulinémie aprés l'intervention par rapport au groupe

controle.
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6.9.4. IAUC de linsulinémie de 0 a 120 min

En ce qui concerne la concentration d'insuline tout au long de 'OGTT (120 minutes), nous retrouvons une
réponse comparable a celle observée dans la période de 0 a 30 minutes. En effet, chez le groupe contrble nous
retrouvons une augmentation non significative de la concentration d'insuline de 13% (p=0,33) tandis que chez
le groupe expérimental, il y a eu une diminution non significative de 4% (p=0,47) (figure 6.5). De méme, les

pourcentages de changement des deux groupes (contrble vs PFC) ne sont pas différents (p=0,27) (figure 6.5).
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Figure 6. 5. IAUC insuline de 0 a 120 minutes

Moyenne par groupe + erreur-type. n=17

6.9.5. IAUC du C-peptide de 0 a 30min

Quant a la concentration de C-peptide 0 a 30 minutes de 'OGTT, nous observons une augmentation significative
de la concentration du C-peptide chez le groupe controle de 18% (p=0,03), alors que chez le groupe
expérimental nous observons une diminution non significative de 14% (p=0,16) de la concentration du C-peptide

apreés l'intervention (figure 6.6).

La valeur de p obtenue entre les pourcentages de changement des deux groupes est de 0,046 (figure 6.6).
Apreés correction de Bonferroni nécessaire a cause de la corrélation significative entre les niveaux d'insuline et
de C-peptide (r=0,80, p<0,001), le seuil de p était défini a p<0,008, ce qui a entrainé la perte du niveau de

significativité de la valeur de p.

93



60000 |
c —
£ p=0,05
£ T
@ =
© ‘= 400001
g F
23
A cgl 200001
o =
o)
<
Q-"== n
Pré Post Pré Post
Contréle PFC
IAUC C-peptide 0-30 min (pmol-L™"-min™)
Controle PFC
% du changement| 17,8 +7,2 | -13,8 +12,3
Figure 6. 6. IAUC C-peptide de 0 & 30 minutes

Moyenne par groupe + erreur-type. n=17

L’observation spécifique des individus a l'intérieur du groupe contréle montre une réduction de la sécrétion de
C-peptide chez seulement 2 des 9 individus (22,2%), tandis que 5 des 8 individus (62,5%) dans le groupe PFC
montrent une telle diminution (figure 6.7). En moyenne, cette diminution du C-peptide est aussi plus importante
chez les participants du groupe PFC (35,8%) par rapport a celle atteinte dans le groupe contréle (9,4%). Ainsi,
chez le groupe traité, une corrélation a été observée entre les valeurs individuelles de % de changement
d'insuline et les valeurs individuelles de % de changement du C-peptide (test de Spearman) (r = 0,857;
p=0,0054). Cela démontre que les individus présentant une diminution des concentrations d'insuline présentent

aussi une diminution de la sécrétion de C-peptide.
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Figure 6. 7. 0-30 minutes IAUC individuelles C-peptide en pré et post intervention chez le groupe contréle (a)
et le groupe expérimental (PFC) (b). n=9 (contrdle) et n=8 (PFC)



6.9.6. IAUC du C-peptide 0 a 120min

Dans le groupe contréle, nous observons une augmentation non significative de 5% (p=0,33) de la concentration
de C-peptide, tandis que chez le groupe expérimental une diminution non significative de 4% (p=0,19) a été
atteinte (figure 6.8). Cependant, la comparaison des pourcentages de changement entre les deux groupes

n’était pas significativement différente (p=0,099).
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6.10. Relation de la teneur en PP et en ABA avec des parametres
du métabolisme du glucose et de lipides plasmatiques

La consommation du breuvage de fraises et de canneberges a entrainé une augmentation des teneurs
plasmatiques de certains métabolites des polyphénols et de I'acide abscissique (voir tableau 6.6 et tableau 6.7).
Ainsi, une analyse de corrélation a été faite entre ces teneurs individuelles plasmatiques avec différents

paramétres du métabolisme du glucose et des lipides plasmatiques.

Le calcul d’'une régression linéaire multiple robuste a permis d'observer les relations entre les différentes
molécules étudiées (provenant de PP et d’ABA) et plusieurs variables dépendantes c'est-a-dire les
changements de la sensibilité a I'insuline, des lipides et des marqueurs inflammatoires plasmatiques ainsi que
des pourcentages de changement de la glycémie, I'insulinémie et du C-peptide avant et aprés 'OGTT. Les
résultats ont indiqué une absence de relation entre la sensibilité a I'insuling, les lipides et les marqueurs
inflammatoires sanguins et la présence des différents métabolites polyphénoliques et de 'ABA (tableau 6.11 et

6.12). Dans le cas des pourcentages de changements des IAUC de la glycémie et de l'insulinémie, il y a aussi
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absence de relation avec la présence des métabolites des polyphénols et de 'ABA (tableau 6.13 et 6.14).
Cependant nous observons une relation négative entre la présence d'acide p-coumarique (acide -4-
hydroxycinnamique) plasmatique et le pourcentage de changement de I'lAUC du C-peptide de 0 a 30 minutes
(tableau 6.13). L’équation obtenue suggere que 'augmentation d’une unité de la teneur d’acide p-coumarique
provoque une diminution de 16 unités de C-peptide dans les 30 premiéres minutes de 'OGTT aprés la
consommation des breuvages (B=-16,07). La valeur de p pour cette relation est de 0,0046, ce qui est significatif,

car aprés correction de Bonferroni le niveau déterminé comme étant significatif est <0,017.

Tableau 6. 11. Résultats de la régression linéaire multiple robuste de la concentration plasmatique de
métabolites de PP avec la sensibilité a I'insuline, les lipides et les marqueurs inflammatoires sanguins

Molécule' (ngﬂfz:tsa)z Valeur de p
acide m-coumarique Sensibilité a l'insuline (M\/) 0,90
acide hydroxyhippurique Triglycérides 0,60
acide férulique Cholestérol total 0,36
acide m-coumarique Cholestérol HDL 0,88
acide hydroxyhippurique Cholestérol LDL 0,08
. L Ratio
acide hydroxyhippurique Chol total/HDL 0,27
acide p-coumarique IL-6 0,29
acide m-coumarique TNF-a 0,75

1La molécule qui figure dans le tableau appartienne au meilleur modeéle obtenu lors de la régression linéaire
multiple robuste.

2Valeur delta = valeur post- valeur pré- * Valeur significative (p < 0,05); M/l sensibiité a I'insuline; HDL
lipoprotéines de haute densitée; HDL lipoprotéines de basse densité.

Tableau 6. 12. Résultats de la régression linéaire multiple robuste de la concentration plasmatique de
métabolites d’ABA avec la sensibilité a 'insuline, les lipides et les marqueurs inflammatoires sanguins

Variables

Molécule' Valeur de p
(valeur delta)?
cis-ABA Sensibilité a I'insuline (M\/) 0,91
cis-ABA Triglycerides 0,70
ABA-Glucuronide Cholestérol total 0,56
Dihydroxy acide phaséique Cholestérol HDL 0,42
ABA-Glucuronide Cholestérol LDL 0,53
. Ratio
cis-ABA Chol total/HDL 0.81
cis-ABA IL-6 0,81
Dihydroxy acide phaséique TNF-a 0,52

'La molécule qui figure dans le tableau appartienne au meilleur modéle obtenu lors de la régression linéaire
multiple robuste

2Valeur delta = valeur post- valeur pré

* Valeur significative (p<0,05); M/, sensibiité a I'insuline; HDL lipoprotéines de haute densitée; HDL lipoprotéines
de basse densité.
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Tableau 6. 13. Résultats de la régression linéaire multiple robuste de la concentration plasmatique de
métabolites de PP avec les pourcentages de changements des IAUC de la glycémie, de 'insulinémie et du C-
peptide au cours de 'OGTT

Molécule'2 (&agﬁbgﬁadnegﬁg:& Valeur de p
acide férulique Glycémie (0 a 30 min) 0,91
acide m-coumarique | Insulinémie (0 a 30 min) 0,22
acide p-coumarique C-peptide (0 a 30 min) 0,0046*
acide férulique Glycémie (0 a 120 min) 0,64
acide m-coumarique | Insulinémie (0 a 120 min) 0,25
acide m-coumarique | C-peptide (0 a 120 min) 0,17

'La molécule qui figure dans le tableau appartienne au meilleur modéle obtenu lors de la régression linéaire
multiple robuste

2 Concentration plasmatique obtenue dans les prémiers 30 minutes du test de biodisponibilité

3% du changement = ((valeur post intervention — valeur pré intervention) / valeur pré intervention)) * 100

* Valeur significative (p < 0,017); OGTT, test oral de tolérance au glucose.

Tableau 6. 14. Résultats de la régression linéaire multiple robuste de la concentration plasmatique de
métabolites d’ABA avec les pourcentages de changements des IAUC de la glycémie, de l'insulinémie et du C-
peptide au cours de 'OGTT

Molécule'2 (})ﬁfgﬁbéﬁ:negﬁgl& Valeur de p
ABA-Glucuronide Glycémie (0 a 30 min) 0,43
cis-ABA Insulinémie (0 & 30 min) 0,28
ABA-Glucuronide C-peptide (0 a 30 min) 0,11
cis-ABA Glycémie (0 a 120 min) 0,77
Dihydroxy acide phaséique | Insulinémie (0 a 120 min) 0,35
ABA-Glucuronide C-peptide (0 a 120 min) 0,25

1 La molécule qui figure dans le tableau appartienne au meilleur modeéle obtenu lors de la régression linéaire
multiple robuste

2 Concentration plasmatique obtenue lors du test de biodisponibilité (360 minutes aprés la consommation du
breuvage; OGTT, test oral de tolérance au glucose.

3% du changement = ((valeur post intervention — valeur pré intervention) / valeur pré intervention)) * 100
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Chapitre 7 : Discussion

Les connaissances actuelles sur le diabéte permettent la mise en place des programmes efficaces pour prévenir
et traiter cette maladie ainsi que les complications et les décés prématurés qui en résultent. Néanmoins, le
diabéte constitue un probléme de santé publique majeur encore en 2017. La recherche de moyens préventifs

efficaces contre le développement de cette maladie devient donc une priorité en recherche.

Plusieurs travaux de recherche ont été entrepris pour évaluer I'action des aliments sur I'amélioration de la
sensibilité a l'insuline dans la prévention du diabéte. Les résultats de ces travaux scientifiques indiquent que la
consommation de petits fruits, et notamment ceux qui sont riches en polyphénols et acide abscissique (Del Rio
et al, 2013; Magnone et al, 2015), est bénéfique pour la santé. En effet, la consommation de ces composés
phytochimiques, trés répandus dans les aliments d’origine végétale, pourrait entrainer des effets positifs sur le
métabolisme du glucose, tel que la réduction des niveaux de glucose plasmatique (Cherniack et al., 2011;
Magnone et al., 2015) et de I'hyperinsulinémie (Anhé et al., 2013; Bruzzone et al., 2012a). C’est ainsi que grace
a leur contenu riche en polyphénols, la consommation de certains fruits, plus spécifiquement de fraises et de
canneberges, peut représenter un bon choix pour améliorer Flhoméostasie du glucose et prévenir le diabéte de
type 2 (Parelman et al., 2012; Dudonné et al., 2014; Anhé et al., 2015). En effet, les résultats principaux de
I'étude préalable Glucophénol confirment que la prise quotidienne d’un extrait de fraises Authentique Orléans et
de canneberges riche en polyphénols favorise 'amélioration de la sensibilité a I'insuline périphérique (14%),
ainsi que la prévention d’'une hausse de I'hypersécrétion d'insuline compensatoire chez des sujets humains

résistants a l'insuline (Paquette et al., accepté pour publication, chapitre 4).

Or, l'objectif général de la présente étude était de déterminer le niveau de biodisponibilité de métabolites de
polyphénols (PP) et d’acide abscissique (ABA) chez des sujets humains résistants a l'insuline consommant un
breuvage a base d’'un extrait polyphénolique de fraises Authentique Orléans et de canneberges du Québec et
de déterminer si la pharmacocinétique permettait d’expliquer I'amélioration de la sensibilité a l'insuline. Pour
atteindre I'objectif mentionné, la teneur en métabolites de PP et d’ABA a été mesurée dans des échantillons
plasmatiques chez des sujets humains qui ont consommé un breuvage a base d’extraits riches en polyphénols
provenant de fraises et de canneberges. Les échantillons sanguins avaient été prélevés a différents temps,
avant (a jeun, T = 0 min) et aprés la consommation du breuvage (T = 30, 60, 120, 240 et 360 minutes), pour
pouvoir déterminer I'évolution de la teneur des molécules dans le plasma. Les extractions des métabolites de
PP et d’ABA ont été réalisées par chromatographie liquide a ultra haute performance couplé a spectrométrie de
masse (UHPLC-MS/MS).

Il est important de préciser que les 17 sujets ont été recrutés a partir d'un échantillon de 41 sujets participant a

une étude sur les effets d’extraits de fraises et de canneberges riches en polyphénols sur la sensibilité a I'insuline
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(étude Glucophénol). Nos sujets répondaient donc aux critéres d'inclusion et d’exclusion de I'étude Glucophénol:

étre &gés de 40 a 65 ans, présenter un surpoids (IMC = 25) et étre résistants a I'insuline.

7.1. Premier objectif spécifique

Obijectif spécifique : Mise au point et validation d’'un procédé d’extraction d’ABA et ses métabolites a partir du

plasma de sujets humains.

Au sein de notre équipe de recherche, deux méthodes d’extraction d’ABA adaptées de celle d’'Owens et Abrams
(2009) étaient déja considérées comme des méthodes faisables pour extraire 'ABA et ses métabolites a partir
d'échantillons de sources végétaux, notamment de jus de fruits (extraction totale) et de sirop d’érable (extraction
partielle). Cependant, ces méthodes n’avaient jamais été employées pour extraire 'ABA du plasma sanguin.
Une troisiéme méthode utilisée dans notre laboratoire pour extraire des métabolites de PP a partir du plasma
de rats a également été testée pour extraire 'ABA et ses métabolites a partir du plasma humain (Dudonné et
al., 2014). Il y a deux raisons pour lesquelles cette troisieme méthode a été considérée comme une méthode
appropriée pour mesurer 'ABA plasmatique. La premiére concerne la similarité¢ des échantillons, en effet,
I'extraction de métabolites de PP ainsi que les extractions d’ABA ont été faites sur des échantillons du plasma.
La deuxiéme raison est la similaritt de cette troisitme méthode avec les méthodes d'extraction d’ABA

habituelles, en ce qui concerne I'utilisation des cartouches HLB pour procéder a I'extraction.

La mise au point du procédé d’extraction d’ABA et ses métabolites a partir du plasma de sujets humains a été
faite en testant les trois méthodes décrites ci-dessus. Nous avons obtenu les meilleurs pourcentages de
récupération d'ABA avec la méthode d'extraction partielle. En effet, dans les extractions de faibles quantités
d’ABA, la méthode d’extraction totale a atteint de pourcentages de récupération de I'ordre de 70%, tandis que
celle d’extraction partielle était en moyenne de 90%. Quant aux pourcentages de récupération des extractions
faites avec quantités plus importantes d’ABA, les résultats ont été semblables avec les deux méthodes. Il faut
souligner que la méthode d’extraction de PP (troisiéme méthode testée) n'a pas donné des résultats intéressants

pour 'ABA et ses métabolites sur le plasma humain, car les pourcentages de récupération étaient de 0%.

Concernant le processus de validation, la méthode partielle a permis de bien extraire I'ABA et ses métabolites
a partir des échantillons du plasma de rats gavés a 'ABA. Compte tenu du succés du processus de la mise au
point et de la validation, nous avons conclu que la méthode d’extraction partielle d’ABA permet d’obtenir de bons
niveaux de récupération a partir du plasma humain pour les six molécules ciblées : le cis-ABA, I'acide phaséique
(PA), l'acide dihydroxyphaséique (DPA), le 7'- hydroxy acide abscissique (7’-OH-ABA), I'acide abscissique
glucose ester (ABA-GE) et le néo-PA.
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Il est & noter que lidentification de ces six molécules plasmatiques constitue une contribution scientifique
importante de la présente étude, car les autres travaux antérieurs publiés concernant I'ABA chez les
mammiferes portaient seulement sur '’ABA sous la forme cis. Cependant, afin d’obtenir un profil plus exhaustif
des métabolites d’ABA dans le plasma des sujets humains, dans la présente étude de biodisponibilité, nous
avons réalisé une analyse plus compléte qui comprenait 'identification d’ABA sous la forme cis, mais aussi
lidentification de ses métabolites végétaux nommés ci-haut. En effet, historiquement, la premiére extraction
d’ABA était effectuée en 1986 a partir d'échantillons de cerveaux de mammiféres (rats et porcs) (Le Page-
Degivry et al, 1986). Cependant, cette méthode d’extraction était limitée a I'extraction de cis-ABA en plus d’étre
longue et colteuse. Les méthodes plus récentes d'extraction d’ABA a partir de tissus de mammiféres sont moins
laborieuses, mais n'identifient uniquement que la molécule de cis-ABA (Gdmez-Cadenas et al., 2002; Lopez-
Carbonelle et Jauregui, 2005; Trapp et al., 2014).

En outre, il faut mentionner que l'identification de I’ABA glucuronide constitue aussi une contribution nouvelle et
tres importante du présent projet. Premiérement, parce que cette molécule n'avait jamais été identifiée
auparavant dans le plasma, mais surtout, parce que la molécule d’ABA a été décrite par plusieurs auteurs
comme une molécule produite de maniére endogene (Ameri et al., 2015; Bassaganya-Riera et al., 2010; Hai-
Hang et al., 2011; Magnone et al., 2015). En tant que molécule endogéne, elle ne devrait pas étre glucuronidée
pour son élimination. Cependant, il a été démontré que la glucuronidation ne se fait pas exclusivement pour
éliminer des molécules exogénes (xénobiotiques), sinon pour inactiver des molécules synthétisées par
I'organisme, telles que les hormones stéroidiennes, la bilirubine et I'acide biliaire (Hum et al., 1999). Dans le
méme manuscrit, Hum et al. (1999) mentionnent que la conjugaison des molécules peut se passer a plusieurs
organes autres que le foie, selon soit I'exposition de ses molécules aux différents organes. Par exemple dans
le rein, I'intestin, le poumon, la peau, le cerveau, le tissu adipeux, le thymus, la prostate ainsi que dans les seins.
Cependant, tenant en compte la grande quantitt d’ABA glucuronide, nous pourrions spéculer sur la
glucuronidation de I'ABA dans le foie qui est I'organe le plus puissant dans la glucuronidation des molécules.
Cependant, bien que les masses de I'ABA et de son métabolite correspondent a la forme glucuronide de la
molécule, l'identification d’ABA glucuronide doit étre confirmée, car nous ne disposons pas d’'un standard pour

comparer les temps de rétention de cette molécule.

7.2. Deuxiéme objectif spécifique

Obijectif spécifique: Mesurer la composition en PP et ABA des breuvages expérimentaux.
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Pour atteindre le deuxiéme objectif spécifique, des extractions ont été effectuées séparément pour la
quantification des PP et ’ABA. A partir des résultats obtenus, nous pouvons souligner que l'identification de
toutes ces molécules dans le breuvage expérimental correspond & la composition des mémes composés

phytochimiques identifiés auparavant par d’autres auteurs qui ont aussi étudié les fraises et les canneberges.

En effet, les fraises constituent une source importante de polyphénols et d’ABA. En ce qui concerne les
polyphénols, les fraises contiennent une grande quantité de proanthocyanidine (PAC) et d’anthocyanes. En
moins grande quantité, les fraises contiennent des ellagitanines, de I'acide p-coumarique, des flavonoles et de
I'acide ellagique (Buendia et al, 2010; Aaby et al, 2012). Cette importante concentration de PAC dans le
breuvage expérimental est en accord avec les résultats rapportés par Buendia et al. (2010) qui ont montré que
les PAC représentent le composé phénolique plus abondant dans 15 cultivars de fraises. En termes d'ABA, les
fraises contiennent encore plus d’ABA (2900 pmol/g poids frais) (résultats non publiés) que les figues (2812
pmol/g poids frais), qui ont déja été rapportées comme étant I'une des sources plus importantes d’ABA
(Magnone et al., 2015).

Les canneberges, quant 4 elles, sont considérées comme étant particulierement riches en plusieurs composés
phytochimiques, dont les flavonoides et les acides hydroxybenzoiques sont les plus abondants. Ainsi, dans les
canneberges, différentes molécules ont été identifiées, telles que les anthocyanes (responsables de la coloration
rouge brillant), les flavonoles (responsables de la pigmentation jaunatre) et les catéchines (qui contribuent a la
saveur astringente) (Pappas et al., 2009). Mais surtout, les canneberges sont considérées comme une
excellente source de proanthocyanidines (en moyenne 4188 mg/kg) (Carpenter et al., 2014; Gu et al., 2004).
Du cété des acides phénoliques, Feliciano et al. (2016) mentionnent que la molécule la plus abondante dans la
canneberge est I'acide benzoique, suivi des autres acides tel que I'acide p-coumarique et I'acide férulique. Cela
est en accord avec nos résultats sur la composition du breuvage expérimental (PFC), car ces trois acides ont
été trouvés en quantités significativement supérieures dans le breuvage PFC par rapport au breuvage contréle.
En plus, tous les acides phénoliques rapportés par Feliciano et al. (2016), sauf I'acide cinnamique et I'acide
protocatéchique, ont été aussi retrouvés dans notre breuvage de fraises et canneberges. Comme Feliciano et
al. (2016), nous n'avons pas retrouvé l'acide hydroxyhippurique dans la caractérisation des breuvages.
Néanmoins, nous avons retrouvé cet acide dans le plasma de nos participants dans le méme ordre de
concentration que ces auteurs (Feliciano et al., 2016). En effet, 'acide hydroxyhippurique représente le
métabolite plus abondant dans le plasma des participants dans les deux études. En ce qui concerne le contenu

en ABA des canneberges, il n'y a pas d'information disponible a ce jour.

Bref, dans notre étude de biodisponibilité, la dose de polyphénols totaux fournie par notre breuvage expérimental

correspondait a 333 mgl/j. Cependant, nous trouvons différentes doses de polyphénols totaux dans la littérature,
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notamment dans les études de la biodisponibilité de ces molécules chez I'humain. Par exemple, Feliciano et al.
ont utilisé une dose journaliere de polyphénols totaux de 726 mg provenant d’'une poudre de bleuets (Feliciano
et al., 2016b) ainsi qu'une autre dose journaliere de 787 mg provenant d'un jus de canneberges (Feliciano et
al., 2016a). Ces doses sont plus élevées que celle utilisée dans notre étude, néanmoins d'autres auteurs ont
réussi a mesurer les métabolites des polyphénols dans le sang en employant des doses plus faibles que la
notre. Par exemple, Stalmach et al. (2012) ont fourni aux participants une dose de polyphénols totaux de I'ordre
de 528 pmol/j (polyphénols provenant de jus de raisins Concord) et de son coté, McKay et al. (2015) ont utilisé

188,5mg de polyphénols provenant d'un jus commercial de canneberge.

7.3. Troisieme objectif spécifique

Obijectif spécifigue: Mesurer les teneurs sanguines en métabolites de polyphénols et en ABA a différents temps

pendant 6 heures suite a une consommation aigué d'un breuvage riche en polyphénols provenant d'extraits de

fraises et canneberges.

Hypothése reliée a cet objectif: La consommation d’'un breuvage riche en polyphénols de fraises et de

canneberges augmente la teneur plasmatique en acide abscissique et en métabolites des polyphénols chez des

humains résistants a l'insuline.

La présente étude s'est attardée a mesurer la biodisponibilité des polyphénols et d’ABA de fraises et de
canneberges dans une cohorte de 17 sujets humains résistants a l'insuline. Elle est une sous-étude de I'étude
Glucophénol (Paquette et al., accepté pour publication, chapitre 4) qui a démontré une amélioration de la
sensibilité a l'insuline suite a la consommation quotidienne d’un breuvage riche en polyphénols de fraises et
canneberges chez des sujets humains résistants a linsuline pendant six semaines. Pour quantifier les
métabolites circulants de PP, nous avons adapté la méthode de Marti et al. (2010) et celle d'Owens & Abrams

(2009) pour mesurer I'’ABA plasmatique.

7.3.1. Métabolites de PP

Bien que nous ayons réussi a mesurer 21 métabolites de PP dans le plasma des sujets, seulement quatre ont
été retrouvés en quantités significativement différentes dans le groupe expérimental par rapport au groupe
contréle: I'acide p-coumarique (p<0,0001), I'acide m-coumarique (p<0,0001), I'acide férulique (p<0,0001) et

I'acide hydroxyhippurique (p<0,0001).
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L'article de Dudonné et al. (2014) constitue I'une des références plus importantes pour discuter de la
biodisponibilité des composés phénoliques. En effet, bien que cet article porte sur une étude chez le rat, I'un
des traitements employés était le méme breuvage expérimental que le nétre, a base de fraises et de
canneberges. Ceci permet d'affirmer que les composés phénoliques natifs consommés sont largement
métabolisés aprés l'ingestion, autant chez les sujets humains que chez les rats. En effet, la plupart des
composés phénoliques retrouvés dans le plasma des humains et des souris sont des produits de dégradation

microbienne et des métabolites conjugués.

7.3.1.1. Acide p-coumarique

Concernant I'acide p-coumarique, la concentration que nous avons mesurée dans le plasma des sujets humains
au cours de notre étude est en accord avec celle mesurée par Dudonné et al. (2014) dans le plasma de rats.
En effet, dans les deux études, cette molécule a été détectée en quantités significativement différentes par
rapport au groupe contrdle. De plus, elle s’est distinguée comme I'une des molécules les mieux absorbées parmi

les acides phénoliques contenus dans le breuvage de fraises et canneberges.

Le profil cinétique de I'acide p-coumarique observé dans notre étude chez 'humain est aussi trés semblable a
celui chez les rats. Ainsi, dans la présente étude et dans I'étude de Dudonné et al. (2014), les pics maximaux
de concentration d’acide p-coumarique aprés la consommation du breuvage se retrouvent & 30 minutes.
Egalement, le taux de dégradation d’acide p-coumarique est progressif dans les deux études (rats et sujets
humains), avec les concentrations minimales se trouvant a 360 minutes. D'autre part, malgré la détection de
I'acide chlorogénique dans le breuvage consommé, il n'est plus détecté dans le plasma. Cette absence d'acide
chrologénique plasmatique pourrait étre expliqué par son métabolisme microbien en acide p-coumarique
(Dudonné etal., 2014; Stalmach et al., 2009), ce qui participerait a 'augmentation des taux d'acide p-coumarique

dans le plasma.

Des études réalisées avec du jus de cassis (Rechner et al., 2002) et du jus de raisins Concord (Stalmach et al.,
2012) ont permis de déterminer les pics d’absorption de I'acide p-coumarique provenant de sources autres que
le breuvage de fraises et canneberges mentionné ci-haut. Les résultats obtenus de ces études sont semblables
a ceux rapportés par Dudonné et al. (2014) et aux nétres. En effet, le pic d’absorption de I'acide p-coumarique
provenant du jus de cassis a été retrouvé a 60 minutes aprés consommation chez des sujets humains. Tout en
considérant que cette mesure provienne de la premiére prise sanguine, il est probable que le pic ait été atteint
aussi autour de 30 minutes aprés la prise du jus, comme dans les études ci-haut mentionnées. Quant aux
résultats de I'étude de Stalmach et al. (2012), le pic d’absorption de I'acide p-coumarique a été atteint a 40

minutes aprés la consommation du jus de raisins Concord chez des sujets humains. Concernant le taux de
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dégradation, les concentrations plus faibles sont trouvées a 360 minutes, comme avec le jus de cassis (Rechner
etal., 2002).

Quant a la présence d'acide p-coumarique plasmatique, les études de Rechner et al. (2014), Dudonné et al.
(2014) et la présente étude s’accordent a dire qu'il est un des acides hydroxycinnamiques les mieux absorbés
par rapport aux autres polyphénols consommés dans les breuvages de fruits. En fait, dans I'étude de Rechner
et al. (2002), on porte une attention spéciale sur le fait de retrouver des quantités plus importantes d'acides
hydroxycinnamiques plasmatiques, dont l'acide p-coumarique, que d’anthocyanes, méme si la teneur

d’anthocyanes est plus importante dans le jus par rapport aux acides hydroxycinnamiques.

Somme toute, I'absorption efficace de I'acide p-coumarique rapportée par quelques auteurs (Rechner et al.,
2002; Stalmach et al., 2012) suggére une biodisponibilité élevée de cette molécule par rapport aux autres
polyphénols. En plus, les courts temps nécessaires pour atteindre les pics maximaux de concentration
suggerent que l'acide p-coumarique est rapidement absorbé et libéré dans le tube digestif proximal, comme
discuté par Stalmach et al. (2012) et par Dudonné et al. (2014).

7.3.1.2. Acide m-coumarique

Concernant la cinétique de I'acide m-coumarique, nos résultats suggérent une absorption rapide semblable a
celle observée avec I'acide p-coumarique, c’est-a-dire, un pic d’absorption a temps 30 minutes aprés la prise
du breuvage. Cependant, la teneur d’acide m-coumarique a présenté des niveaux plus élevés pendant plus
longtemps et son taux de dégradation a été plus progressif par rapport a celui de I'acide p-coumarique. Ceci
pourrait étre interprété comme une absorption en deux étapes: une premiére étape d'absorption rapide, qui
provient probablement de la molécule native identifiée dans le breuvage et une deuxiéme étape d’absorption a
long terme qui provient probablement de la transformation de différents composés en acide m-coumarique,

notamment composés qui provient du métabolisme microbien (Dudonné et al., 2015; Gonthier et al., 2003).

En effet, dans l'article de Dudonné et al. (2015) les auteurs ont observé que la supplémentation avec un
composant probiotique pouvait favoriser la biodisponibilité de composés phénoliques provenant d’'un breuvage
de canneberges, plus particuliérement a 'augmentation de produits de dégradation microbienne plasmatiques,
tels que 'acide m-coumarique. Ces résultats suggerent le role des bactéries intestinales dans le métabolisme

des composés phénoliques.

Outre le métabolisme microbien, le métabolisme de type Il au niveau du foie (conjugation avec des enzymes
qui forment composés méthoxylés, glucuronidés et sulfatés) se trouve parmi les processus possiblement
impliqués dans la transformation des acides phénoliques comme par exemple, la transformation de I'acide

vanillique et d’acide hydroxyphénylpropionique (retrouvé dans le plasma de nos participants) en acide m-
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coumarique au niveau du foie (Dudonné et al., 2015). Cette conversion de I'acide hydroxyphénylpropionique en
acide m-coumarique pourrait étre aussi expliquée par la dégradation des catéchines contenues dans le
breuvage, comme discuté par Gonthier et al. (2003). Cependant, il faut toujours considérer que le niveau de
polymérisation de catéchines, telles que les proanthocyanidines de la canneberge pourraient représenter un

défi pour ce qui est des processus de dégradation (Gonthier et al., 2003).

Du c6té de la biodisponibilité de I'acide m-coumarique rapporté dans la littérature, il n’y a pas beaucoup
d'information pour discuter nos résultats. Méme si I'acide m-coumarique a été détecté parfois dans le plasma
de suijets, les auteurs soulignent plutdt I'absorption de I'acide p-coumarique que celle de I'acide m-coumarique
comme marqueur de la biodisponibilité des acides hydroxycinnamiques (Feliciano et al., 2016; Gonthier et al.,
2003 ; Rechner et al., 2002).

7.3.1.3. Acide férulique

Quant a 'acide férulique, son identification au niveau plasmatique est largement répandue chez les sujets
humains, selon les résultats rapportés par plusieurs auteurs (Feliciano et al., 2016; Rechner et al., 2002;
Stalmach et al., 2012; Farah et al., 2008) de méme que les résultats du présent projet de recherche. Méme si
notre breuvage contenait une quantité d’acide férulique plus faible (65 £ 7 ug/120ml) par rapport a la quantité
retrouvée d'acide p-coumarique (9095 + 171 ug/120 ml), TAUC plasmatique aprés la consommation du
breuvage est similaire pour les deux acides hydroxycinnamiques ci-haut nommés (p=0,64). Ainsi, la cinétique
plasmatique de I'acide férulique que nous avons obtenue est semblable a celle de I'acide p-coumarique en

termes de quantité et de taux de dégradation (Chapitre 4, figure 4.5).

Une méme augmentation de la concentration de I'acide férulique plasmatique a été atteinte dans I'étude de
Stalmach et al. (2012). En effet, dans le plasma des sujets, les auteurs ont observé des concentrations
maximales similaires pour I'acide p-coumarique et pour 'acide férulique: 64 nmol/L (acide p-coumarique) et 63
nmol/L (acide férulique) méme si dans le jus de raisins Concord, se trouve une quantité trois fois plus faible
d'acide férulique (0,4 umol/350 ml) par rapport a la quantité d’'acide p-coumarique (1,9 umol/350 ml). Les
résultats suggérent donc, une transformation de plusieurs molécules en acide férulique. En effet, quelques
études s’accordent a montrer que certains acides phénoliques, tels que I'acide caféique et I'acide p-coumarique,
peuvent étre transformés en acide férulique (Dudonné et al., 2015; Rechner et al., 2002; Stalmach et al., 2012),
permettant de considérer I'acide férulique comme un marqueur de la consommation de PP (Monagas et al.,
2010; Mosele et al., 2015).

Cependant, chez nos participants, il y a une différence en ce qui concerne le temps nécessaire pour atteindre

la concentration maximale de I'acide férulique par rapport aux temps retrouvés dans la littérature. Le pic d'acide
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férulique retrouvé a 30 minutes post-ingestion dans notre étude ne corrrespond pas aux Tmax des pics retrouvés
ailleurs dans la littérature. Par exemple, dans I'étude de Stalmach et al. (2012) le pic de concentration a été
trouvé a 1,8 heures aprées la consommation de 0,4 pumol d’acide férulique/350 ml. Stalmach et al. (2012)
considérent que ce temps correspond a un taux rapide d'apparition dans le systéme circulatoire. En bref, 'acide
férulique a été rapporté comme une molécule d'absorption rapide provenant des molécules natives, mais aussi
provenant des produits de dégradation de I'acide caféique (Feliciano et al., 2016; Rechner et al., 2002; Stalmach
etal., 2012).

La comparaison de lacide férulique et l'acide p-coumarique provient du fait que ces molécules sont
fréquemment mentionnées ensemble pour indiquer qu’elles sont rapidement absorbées sous leur forme native
au niveau de I'entérocyte (Ziegler et al., 2016) et que leurs molécules résiduelles sont conjuguées au colon
(Stalmach et al., 2012; Rechner et al., 2002).

7.3.1.4. Acide hydroxyhippurique

Parmi les quatre molécules plasmatiques qui ont été retrouvées en quantités significativement supérieures par
rapport au contréle (Chapitre 4, figure 4.5), seulement I'acide hydroxyhippurique ne se retrouvait pas dans le
breuvage. Cette molécule proviendrait vraisemblablement de la dégradation d’autres molécules natives
contenues dans le breuvage comme les catéchines, l'acide hydroxybenzoique, I'acide caféique, I'acide

vanillique et 'acide chlorogénique (Feliciano et al., 2016; Scalbert et Williamson, 2000).

Il est a noter qu'aprés tous ces procédés de dégradation, les concentrations plasmatiques les plus élevées
retrouvées dans le plasma de nos participants correspondent justement a celles de I'acide hydroxyhippurique.
En effet, la concentration moyenne maximale d'acide hydroxyhippurique est de 9809,7 ug/l, tandis que les
concentrations moyennes maximales d’acide p-coumarique, m-coumarique et d'acide férulique sont plus faibles
(1347 pgll, 3253 gl et 1319 ug/l). Ceci est en accord avec les résultats de Feliciano et al., 2016. Dans cette
étude chez 'humain, les auteurs ont aussi employé les canneberges comme source de polyphénols et ils ont
rapporté une prédominance au plasma de composés phénoliques de petite taille, tel que I'acide alpha-

hydroxyhippurique.

De son c6té, la cinétique de I'acide hydroxyhippurique présente un pic qui se retrouve aussi tot qu’a 30 minutes
aprés l'ingestion du breuvage expérimental, ce qui suggére une fois de plus une absorption et un métabolisme
rapides de cette molécule, comme pour les acides phénoliques mentionnés ci-dessus. Cependant,
contrairement a ce qui se passe avec l'acide p-coumarique et I'acide férulique, la cinétique de l'acide

hydroxyhippurique s'étire sur une période de temps plus longue. Il est a noter que ces résultats sont en accord
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avec ceux observés par 'équipe de Feliciano (Feliciano et al., 2016a). Ces auteurs ont observé que la cinétique

des acides hippuriques présente un pic de concentration rapide avec un taux de dégradation peu prononcé.

Le taux de dégradation progressif suggére une transformation continue d’autres molécules plasmatiques en
acide hydroxyhippurique, par exemple & partir dacide dihydroxyphénylpropionique, d'acide
hydroxyphénylpropionique, d'acide dihydroxyphénylacetique, d'acide hydroxyphénylacétique et d’acide
benzoique (Dudonné et al., 2015; Rechner et al., 2002; Feliciano et al., 2016a).

D'ailleurs, en supposant que la dégradation de ces acides en acide hydroxyhippurique se fait par les
microorganismes du cblon (Rechner et al., 2002; Clifford et al., 2000), il est possible aussi que la disparité de la
teneur en acide hydroxyhippurique provienne d'une différente composition du microbiote intestinal chez les
participants qui avaient pris le breuvage expérimental depuis 30 jours. Des résultats semblables ont été
rapportés par Feliciano et al. (2016b) qui ont comparé la concentration plasmatique des métabolites de
polyphénols deux heures apres avoir consommé 11g de poudre lyophilisée de bleuets (consommation aigué)
par rapport & la concentration plasmatique résultante d’'une consommation quotidienne pendant 30 jours de la
méme poudre (consommation chronique). Ainsi, aprés avoir comparé les concentrations d'acides hippuriques
lors de la consommation aigué (4,8%) versus la concentration lors de la consommation chronique (85,5%), les
auteurs mentionnent que la consommation chronique de bleuets semble avoir mené a un changement modéré

de la composition du microbiote intestinal et de la capacité métabolique de certains enzymes.

Malgré la grande quantité et la variété de flavonoides contenus dans I'extrait de fraises et de canneberges, ce
sont les acides phénoliques qui se trouvent en plus grande concentration dans le plasma aprés la consommation
du breuvage. Dans la présente étude, nous avons observé chez nos participants un pourcentage moyen
d’absorption de polyphénols de 8,1% aprés la prise orale du breuvage de fraises et canneberges. Ce faible taux
d’absorption est en accord avec les pourcentages d’absorption rapportés par d’autres auteurs qui estiment que
seulement 5 a 10% du total de la consommation de polyphénols est absorbé dans l'intestin gréle et le reste (90-
95%) s'accumule dans le gros intestin (Cardona et al., 2013; Saura-Calixto et al., 2007). En effet, les polyphénols
ont une faible biodisponibilité (Dudonné et al., 2014; Scheepens et al., 2010), car le degré de biodisponibilité
dépend largement du niveau de polymérisation de la molécule consommée (Cardona et al., 2013; Gonthier et
al., 2003). C'est la raison pour laquelle ce sont les molécules moins grandes qui se retrouvent en plus grande

quantité dans le plasma des sujets participant dans la présente étude.

Plusieurs travaux de recherche ont démontré des effets bénéfiques des polyphénols obtenus par I'action de ses
métabolites in vitro ou par injection. Cependant, il est plus rare de pouvoir démontrer des effets bénéfiques

obtenus par la prise orale de ces molécules puisqu’elles ont une faible biodisponibilité (Dudonné et al., 2014;
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Scheepens et al., 2010). Ceci a suscité I'étude de I'effet bénéfique des polyphénols grace aux transformations

qu'ils provoquent dans le microbiote intestinal (Anhé et al., 2015; Cardona et al., 2013; Marin et al., 2015).

7.3.2. Métabolites d’ABA

En termes de biodisponibilité de 'ABA, trés peu de résultats ont été publiés. Les résultats publiés concernant la
biodisponibilité de '’ABA comprennent uniquement I'extraction et le dosage du cis-ABA (Magnone et al., 2016).
En fait, la présente étude représente la seule étude qui considere les métabolites d’ABA pour 'analyse de leur
biodisponibilité. Cependant, parmi les sept molécules d’ABA détectées dans le plasma, seulement trois ont été
retrouvées en quantités significativement supérieures chez le groupe traité par rapport au groupe contréle. Ce
sont le cis-ABA, I'acide dihydroxyphaséique (DPA) et I'ABA glucuronide.

7.3.2.1. cis-ABA

Il est a noter que le breuvage contrdle n'a pas présenté une concentration détectable d’ABA (tableau 6.4). Nous
en retrouvons cependant dans le plasma des sujets qui ont pris le breuvage contréle (tableau 6.7). Il est peu
probable que ces molécules d’ABA proviennent d’une consommation antérieure puisque nos résultats révélent
que la concentration plasmatique d’ABA était de 0 nM a 360 minutes aprés avoir consommé le breuvage PFC
(source exogéne d’ABA) (Figure 6.1). De plus, nos participants étaient a jeun depuis 12 heures le jour de
lintervention. Il est a noter que la cinétique plasmatique de I'ABA provenant de sources exogénes n'a pas été

encore étudiée a ce jour.

Ce résultat pourrait étre plutét expliqué par une sécrétion endogene d’ABA chez ces sujets, car une sécrétion
endogéne d’ABA a été déja rapportée dans deux études (Ameri et al., 2015; Bruzzone et al., 2012a) en réponse

a une stimulation orale exogéne, plus spécifiquement, en réponse au test oral de tolérance au glucose (OGTT).

Il est important de souligner que le pic de cis-ABA trouvé aprés la consommation du breuvage n'est pas en
accord avec la littérature. En effet, nous avons rapporté un pic de concentration 30 minutes aprés consommation
du breuvage de fraises et canneberges (2,5 ug d'’ABA), tandis que Magnone et al. (2015) ont observé le pic de
concentration plutot 60 minutes aprés la consommation de 135 g d'apricots frais (43,5 ug d’ABA). Ceci suggére
que le taux d’absorption et les pics d’ABA varient en fonction de la matrice alimentaire. Ainsi 'ABA provenant
d’'un aliment liquide est absorbée plus rapidement que I'ABA provenant d’un aliment solide. Ils ont également
observé des pics plus rapides en consommant la source d’ABA toute seule (a 60 minutes) et des pics d’ABA
retardés avec linclusion d’autres aliments avec la source d’ABA (120 et 240 minutes). Etant donné la faible
dose d’ABA fournie a nos participants par rapport a la dose de Magnone, il n'y a pas des comparaisons possibles

entre les taux atteints d’ABA.
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7.3.2.2. Acide phaséique

En ce qui concerne la concentration plasmatique d’acide phaséique (PA), il n'y a pas une différence entre les
deux groupes a l'étude (p=0,27). De plus, la concentration de cette molécule au temps zéro (avant la
consommation du breuvage) était de 0,0 nM, tandis que le pic de concentration était trouvé a 240 minutes aprés
la consommation du breuvage et finalement, les valeurs moyennes trouvées a 360 minutes étaient encore
élevées (26,2 nM groupe SCP et 23,3 nM groupe contrdle). Le manque de différence dans la concentration
retrouvée entre les deux groupes ainsi que dans les cinétiques obtenues font spéculer sur I'origine de ce PA.
Néanmoins, il est évident qu'’il ne provient pas de la diéte, car les sujets étaient a jeun et les concentrations
initiales de PA étaient de 0,0 nM. Donc, il reste a penser qu'il provient du métabolisme de quelques ingrédients
contenus dans les deux breuvages, malgré le fait que le PA proviendrait uniquement du catabolisme d’ABA
(Cutler et Krochko, 1999; Nambara et al., 2005). Ainsi, il reste & comprendre pour quelle raison nous retrouvons
des quantités significativement différentes d’ABA plasmatique en méme temps que des quantités non

significativement différentes de PA plasmatique.

7.3.2.3. Acide dihydroxyphaséique

Par contre, la concentration plasmatique de I'acide dihydroxyphaséique (DPA) est significativement différente
entre les deux groupes (p=0,002). Ce résultat est intéressant tout en considérant les voies de conversion d’ABA
a PA a DPA. En effet, une des principales voies du catabolisme d’ABA est 'hydroxylation par I'action d'une
enzyme cytochrome P450 monooxygénase qui agit sur la position 8'. Cette réaction transforme I'ABA en un
composé instable : le 8 hydroxy-acide abscissique (8'-OH-ABA). Le manque de stabilité provoque que le 8'-
OH-ABA soit réarrangé spontanément en acide phaséique (PA). Cette molécule est métabolisée ultérieurement
par I'action d’'une réductase soluble (enzyme cytoplasmique) en acide dihydroxyphaséique (DPA) (Cutler et
Krochko, 1999; Zeevaart, 1999; Nambara et al., 2005; Piotrowska et al., 2011). Il serait intéressant de
comprendre la probable participation du microbiote intestinal dans la transformation d’ABA en DPA au niveau
du colon. Les arguments qui pourraient soutenir cette hypothése concernent la différence significative retrouvée
aux concentrations d’ABA et de DPA en contraste avec I'absence de différence significative dans les produits
intermédiaires de cette réaction (PA, p=0,27), de méme que les récentes évidences de la modulation du
microbiote intestinal par la consommation de polyphénols (Anhé et al., 2015; Cardona et al., 2013; Marin et al.,
2015).

Bref, nos cinétiques d’ABA et de DPA permettent d’observer que lorsque la concentration d’ABA diminue, le
niveau de concentration de DPA augmente, notamment a cause du catabolisme d’ABA. Il faut dire qu'une méme
tendance s'observe chez les plantes; en effet, lors de I'imbibition de la graine il y a une diminution des niveaux
d’ABA ainsi qu’une augmentation concomitante de la concentration du PA et de DPA (Nambara et al., 2005). II

faut considérer que I'hydroxylation de la molécule a la position 8' constitue le mécanisme d’inactivation plus
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importante de 'ABA chez les plantes (Zheng et al., 2015). Donc, le DPA qui en résulte est considéré comme un
catabolite inactif de 'ABA.

7.3.2.4. Autres métabolites de 'ABA

Malgré que le PA, le 7-OH-ABA, 'ABA-GE et le néo-PA n'aient pas été retrouvés en concentrations
significativement différentes entre les deux groupes a I'étude, lidentification de ces molécules reste
intéressante, car elles ont été identifiées chez 'humain pour la premiére fois dans notre projet. Ainsi, il importe
de décrire les molécules identifiées dans le plasma, tout en considérant que l'information disponible fait
référence aux processus de transformation de la molécule d’ABA chez les organismes végétaux, notamment

les plantes.

La littérature s’accorde a dire que le glucosyl ester d’acide abscissique (ABA-GE) est considéré comme le
conjugué d’ABA plus répandu; il a été de méme impliqué dans le transport de 'ABA et sa conjugaison est
irréversible. De son c6té, le 7-hydroxy ABA est I'un de catabolites mineurs de I'ABA chez les plantes, il est
produit a partir du (+)-ABA par 'action d’'une enzyme 7'-hydroxylase (Cutler et al., 1999; Zeevaart, 1999).
Finalement, le néo-acide phaséique (néo-PA) est un produit du catabolisme de 'ABA. Il est isomére du 9™
hydroxy ABA, néanmoins il manque encore des études pour connaitre sa voie de transformation (Nambara et
al., 2005; Zeevaart, 1999). Il faut ajouter que le PA et le 7'-hydroxy ABA ont démontré une activité hormonale

semblable a celle du cis-ABA.

7.4. Quatrieme objectif spécifique

Obijectif spécifique: Etablir des relations entre les teneurs en métabolites des PP et d’ABA avec différents

paramétres du métabolisme du glucose (GDR, M/, glycémie, insulinémie, C-peptide, lipides, marqueurs

inflammatoires).

Hypothése reliée a cet objectif : Il y a une relation positive entre les teneurs sanguines en certains métabolites

des polyphénols et en acide abscissique et I'amélioration de la sensibilité a l'insuline de ces sujets.

Des études in vitro, chez I'animal et chez I'humain ont montré une amélioration de la sensibilité a l'insuline par
la consommation des aliments riches en polyphénols (Anhé et al., 2015; Hokayem et al., 2013; Stull et al., 2010).
Cependant, il reste encore a comprendre les divers mécanismes d’action des polyphénols. Ainsi, nous nous
sommes attardés a étudier la relation entre la biodisponibilité des métabolites de PP et d’ABA avec amélioration
de la sensibilité a l'insuline observée lors de I'étude Glucophénol (Paquette et al., accepté pour publication,

chapitre 4). En examinant cette relation, nous avons tenté de détecter des molécules contenues dans I'extrait
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de fraises et canneberges responsables de ces bénéfices chez un sous-groupe de cette étude. Cependant, il
est nécessaire de préciser que les effets significatifs retrouvés dans la grande étude sur le M/l n’étaient pas
observés lors de la sous-étude de biodisponibilité. Cela pourrait étre expliqué par le manque de puissance de

I'échantillon dans la sous-étude étude par rapport a I'étude Glucophénol.

Du c6té des bénéfices a la santé et la prévention du diabéte, il est bien connu que les fraises comme les
canneberges y jouent un réle. En effet, différents études confirment les propriétés antidiabétiques obtenues par
la consommation de fraises, plus particulierement la diminution de la glycémie chez un groupe de souris
supplémentées avec une poudre de fraises par rapport au groupe non supplémenté (Parelman et al., 2012).
Egalement, Giampieri et al. (2015) ont rapporté un effet anti-inflammatoire par la diminution du NF-kB
(diminution de la réponse au stress cellulaire). D’autres effets ont été observés, tels que la régulation de I'état
d’hyperglycémie postprandiale par le contrble des enzymes digestives des glucides et des lipides (Giampieri et
al., 2015).

En ce qui concerne les canneberges, un travail chez des souris a corroboré que la consommation de
polyphénols de ce fruit peut avoir un effet pour réduire la glycémie grace a une modulation de la sensibilité a
linsuline et non pas a une stimulation de la sécrétion d'insuline (Kim et al., 2013). D’ailleurs, un travail récent
d’Anhé et ses collaborateurs a confirmé aussi que la consommation de polyphénols issus de canneberges
contribue a améliorer la sensibilité a I'insuline de souris nourries avec une diéte riche en gras et riche en
saccharose (mesurée par HOMA-IR) ainsi qu'a diminuer les niveaux d’hyperinsulinémie lors d'un OGTT. De
plus, I'apport de canneberges a contribué aussi a réduire l'inflammation des tissus hépatiques et intestinaux
(Anhé et al., 2015). Les auteurs ont corroboré que les métabolites de PP qui s’accumulent dans le c6lon
comprennent spécialement les formes polymériques telles que les proanthocyanidines (métabolites de
polyphénols de grande taille qui proviennent du flavan-3-ols). Ces molécules ont montré leur capacité a réagir
avec les protéines et les polysaccharides une fois qu'elles sont accumulées dans l'intestin. Ainsi, le mode
d’action qui occupe la place de choix en ce qui concerne I'amélioration de la sensibilité a l'insuline est la

modulation du microbiote, comme le citent Anhé et al. (2015).

De méme, une étude chez 'humain a permis de corroborer I'effet antidiabétique de la canneberge. Novotny et
al. (2015) ont observé que la consommation quotidienne pendant 8 semaines de 346 mg de PP (provenant du
jus de canneberge) favorise la réduction des niveaux de glycémie a jeun (Novotny et al., 2015). Dans la méme
étude, il a été observé une diminution de la résistance a l'insuline selon les résultats du modéle d'évaluation de
I'homéostasie (HOMA-IR) et ce, uniquement chez les sujets avec un niveau élevé de résistance a l'insuline au
début de I'étude (Novotny et al., 2015).
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Au début de la présente étude, nous avons détecté les molécules plasmatiques plus abondantes provenant de
la consommation du breuvage de fraises et canneberges. Nous avons effectué une étude de biodisponibilité
révélant que les PP les plus abondants dans le plasma aprés la consommation du breuvage sont I'acide p-
coumarique, I'acide m-coumarique, I'acide férulique et I'acide hydroxyhippurique. Concernant I'ABA, I'étude a
démontré que le cis-ABA, le DPA et I'ABA glucuronide sont les métabolites de I'’ABA retrouvés en plus grande

quantité dans le plasma.

Ensuite, nous avons effectué une régression robuste pour étudier la relation entre les métabolites des PP et
d’ABA avec différents paramétres du métabolisme du glucose. Ceci nous a permis d'évaluer le degré
d’association entre les changements observés de la sensibilité a l'insuline et des parameétres associés avec la
présence de certains métabolites de PP et d’ABA, notamment les métabolites montrant une teneur

significativement différente entre les sujets du groupe expérimental et ceux du groupe controle.

Les résultats de la présente étude de biodisponibilité suggerent que la concentration d'acide p-coumarique
atteinte durant les 30 premiéres minutes aprés la consommation du breuvage pourrait étre reliée avec la
prévention d’'une augmentation de la sécrétion de C-peptide pendant la premiére phase de la réponse a 'lOGTT
(p=0,0046, r=0,34). Ces résultats sont en accord avec ceux de Yoon et al. (2013) qui ont trouvé une amélioration
du métabolisme du glucose des cellules L6 (in vitro) grace a la stimulation de la phosphorylation de la protéine

adénosine monophospate kinase activée AMP (AMPK) en présence de I'acide p-coumarique.

En effet, ’AMPK a été récemment identifiée comme I'un des principaux régulateurs métaboliques capables de
promouvoir I'utilisation du glucose par les muscles, la sensibilité a I'insuline et 'oxydation des acides gras dans
le muscle et le cceur aussi. De méme, 'AMPK a montré des propriétés a inhiber la synthése d’acides gras
(Coughlan et al., 2014). Dailleurs, I'étude de Prabhakar et al. (2011) a suggéré que I'acide p-coumarique
contribue aussi @ améliorer ['utilisation du glucose in vitro en interaction avec un médicament hypoglycémiant

commercial (thiazolidinedione) (Prabhakar et al., 2011).

Ainsi, 'hypothése correspondant a cet objectif a été partiellement confirmée, car, selon les résultats de notre
régression, l'acide p-coumarique pourrait étre relié a la prévention de I'état d’hyperinsulinémie compensatoire.
Tout en considérant que I'acide m-coumarique, I'acide férulique et I'acide hydroxyhippurique ont été retrouvés
en quantités significativement différentes dans le plasma de nos sujets traités par rapport aux sujets contréle, il
est intéressant de chercher dans la littérature des liens concernant la consommation de ces acides et les

bénéfices du métabolisme du glucose qui en résultent.

Du c6té de I'acide férulique, nous n'avons retrouvé aucune relation entre sa concentration dans le plasma et les

parametres mesurés du métabolisme du glucose. Ces résultats sont surprenants puisque des études ont
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observé une participation de cette molécule pour améliorer la sensibilité a l'insuline, par exemple, chez un
groupe de rats diabétiques nourris a une diéte riche en gras et en glucides (Narasimhan et al., 2015; Senaphan
etal., 2015). De méme, dans une étude in vitro, I'acide férulique a contribué a prévenir la résistance a l'insuline
induite par une consommation de lipides (Gogoi et al., 2014). L'étude de Prabhakar et al. (2011) suggére que
I'acide férulique favorise I'utilisation du glucose in vitro et chez un groupe de rats diabétiques grace a une
interaction synergique avec des médicaments hypoglycémiants (Prabhakar et al., 2011). Une autre étude chez
des souris a montré que 'administration orale d’acide férulique pendant 17 jours favorisait la diminution des
niveaux du glucose plasmatique ainsi que I'augmentation des niveaux d'insuline. Concernant la diminution du
risque cardiométabolique, ce groupe de souris a également montré une diminution de la concentration de
cholestérol total et de lipoprotéines de basse densité (Jung et al., 2007). Cependant, les études mentionnées

ont été réalisées in vitro ou suite a une supplémentation d'acide férulique, ce qui n'est pas le cas de notre étude.

Pour les autres acides plasmatiques, nous n’avons pas observé de relations suggérant leur réle dans
I'homéostasie du glucose. En effet, du coté de I'acide hydroxyhypurique, l'information disponible dans la
littérature concerne plutét son taux d’élimination, qui est considéré comme un marqueur de la présence d’une
maladie comme le diabéte (Lees et al., 2013), alors que I'information disponible sur I'acide m-coumarique porte

sur son effet inhibiteur de la lipogenése dans les adipocytes 3T3-L1.

Quant aux paramétres lipidiques et inflammatoires, nous considérons que le manque d’effet observé sur ceux-
ci dans notre étude pourrait étre expliqué soit par I'absence de fibres fermentescibles dans notre source de
polyphénoals ou par la faible quantité de polyphénols fournie aux participants par rapport aux autres études ici
mentionnées (Basu et al., 2009; Ellis et al., 2011; Lee et al., 2008; Moazen et al., 2013; Ruel et al., 2008; Sim&o
etal., 2013; Zunino et al., 2012).
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Chapitre 8 : Conclusion générale

La consommation d’'un breuvage riche en PP et en ABA formulé & partir d'un extrait provenant de fraises
Authentique Orléans et de canneberges du Québec favorise une hausse plasmatique de la teneur en
métabolites de PP et ' ABA. De son c6té, les PAC sont les molécules plus abondantes contenues dans les deux
fruits employés pour la formulation du breuvage expérimental (SCP), cependant ces molécules ne possédent
pas un niveau élevé de biodisponibilité a cause de leur grande taille. Ainsi, les molécules qui apparaissent dans
le plasma des participants sont principalement des produits de dégradation microbienne et des métabolites de
polyphénols conjugués. Ceci suggére que les molécules consommées sont fortement métabolisées pour les
rendre disponibles. D’'un autre c6té, il est intéressant de noter que 'acide p-coumarique est la molécule native
retrouvée en quantités importantes autant dans le breuvage que dans le plasma. Du c6té de 'ABA, ce sont
plutdt les formes cis-ABA, DPA et ABA glucuronide qui sont retrouvées dans le plasma, dont les deux derniéres
sont reconnues comme produits de dégradation de I'ABA (catabolites inactifs de 'ABA). Ceci suggére qu’une

bonne quantité d’ABA est utilisée et inactivée par la suite.

Suite a la réalisation de I'étude de corrélation, nous avons observé que seule la teneur plasmatique en acide p-
coumarique pourrait étre associée avec la prévention de I'hyperinsulinémie compensatoire a la premiére phase
de sécrétion d’insuline. Ainsi, la relation négative entre la présence de I'acide p-coumarique et la sécrétion
d’insuline suggere que cet acide organique serait impliqué dans le métabolisme du glucose chez des sujets

résistants a l'insuline qui n'utilisent pas des médicaments affectant le métabolisme du glucose ou des lipides.

A partir de ces résultats, il est opportun d’entreprendre plusieurs études sur le domaine de la biodisponibilité de
PP et d’ABA de sources exogénes en relation avec la prévention du diabéte de type 2 gréce a la consommation
des molécules spécifiques contenues dans les matrices alimentaires, notamment des études avec une approche

méthodologique qui permet d’étudier les mécanismes précis d’action des PP et d’ABA (foodomics).

8.1. Forces et limites de I'’étude

8.1.1. Forces de I'étude

La présente étude de biodisponibilité fait partie d’'une plus grande étude dont les conditions expérimentales sont
bien décrites, ce qui représente une force majeure de I'étude, de méme que le fait d'étre une étude chez
'humain. De plus, le caractére novateur de la recherche constitue aussi une force de la présente étude,
notamment le volet qui porte sur la biodisponibilité de ' ABA de sources exogénes et I'étude des métabolites de

PP spécifiques pour agir sur le métabolisme du glucose.
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Il est important de mentionner que la premiére étude qui a analysé la biodisponibilité de 'ABA chez I'humain
consistait a mesurer les niveaux plasmatiques seulement d’ABA apres la consommation orale de 135 g d’abricot
(fruit riche en ABA). Quant & la présente étude, elle est la premiere & étudier la biodisponibilité des métabolites
d’ABA chez I'humain. D’ailleurs, la méthode d’extraction et de quantification de toutes les molécules a été faite
en employant des standards spécifiques pour chaque molécule (sauf 'ABA Glucuronide) ainsi que de

technologie a hauts niveaux de performance, ce qui a permis de faire des identifications plus précises.

Il est important d’'employer des doses facilement atteignables dans I'alimentation humaine dans le cadre des
études qui mesurent les effets santé de la consommation des aliments. Ainsi, I'une des forces de la présente
étude est la quantité accessible de fruits employés (environ 112g de fruits frais) pour produire I'extrait riche en
polyphénols. Concernant les fruits inclus dans la préparation du breuvage, le mélange de fraises et canneberges
a été employé pour tirer profit des combinaisons originale et synergique des polyphénols contenus dans chaque
fruit. Enfin, comme autre force de I'étude, le breuvage de fraises et canneberges pourrait constituer un moyen

accessible pour améliorer le profil métabolique d’individus a risque de DT2.

8.1.2. Limites de I'étude

La limite la plus importante de I'étude concerne la prise des échantillons sanguins. En effet, il aurait été
préférable de rapprocher les périodes de prélévements sanguins de I'étude de biodisponibilité avec ceux des
clamps et des OGTT pour mieux corréler la présence des métabolites de PP et d’ABA avec les changements
physiologiques observés. Cependant, compte tenu de la grande quantité de sang nécessaire pour toutes les
analyses et les enjeux éthiques qui en résultent, les échantillons sanguins n'ont pas pu étre prélevés a des

intervalles plus rapprochés.

Il faut mentionner que la petite taille de I'échantillon constitue aussi une limite de I'étude. L'inclusion de
seulement 17 sujets restreint la puissance statistique de I'étude en nous empéchant d'observer plus d'effets
significatifs entre la teneur en métabolites de PP et d’ABA avec les différents paramétres reliés au métabolisme
du glucose, la concentration de lipides et de paramétres inflammatoires. Ainsi cette approche méthodologique
est de caractére exploratoire étant donné la taille de I'échantillon et le moment de la prise des prélévements
sanguins. De plus, le fait de ne pas pouvoir étudier les effets directs des métabolites de PP et d’ABA
plasmatiques sur le métabolisme de glucose provient du manque de spécificité de I'approche. En effet, la
présente étude représente une étude métabolomique non ciblée, qui a été employée aussi par d’autres auteurs
tels qu'Aaby et al. (2012), Giampieri et al. (2015) et Karlund et al. (2015). Cette approche sert a identifier
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plusieurs métabolites (des polyphénols et de 'ABA) en simultané dans le plasma et par la suite, a élaborer des

hypothéses et a préciser des avenues de recherche plus ciblées.

8.1.3. Perspectives

La présente étude constitue une analyse pour établir des corrélations entre les différents métabolites de PP et
d’ABA circulantes avec une réponse physiologique, notamment I'amélioration de I'homéostasie du glucose.
Ainsi, a l'avenir, a la lumiére des pistes obtenues dans la présente étude sur la biodisponibilité des polyphénols
et de 'ABA provenant d’un extrait de fraises et de canneberges, il serait judicieux d’entreprendre des études
pour étudier les mécanismes d’action des métabolites spécifiques des PP et de 'ABA sur divers parametres du
métabolisme du glucose. En effet, la présente étude a suggéré une participation de I'acide p-coumarique dans
la prévention de I'hyperinsulinémie compensatoire. Afin de confirmer cet effet de I'acide p-coumarique, on
pourrait donner des capsules de cette molécule a des sujets humains selon la méme dose que dans la présente

étude, et étudier I'action spécifique de cet acide sur la sécrétion d'insuline.

Outre I'acide p-coumarique, il est possible que certains métabolites de PP et d’ABA participent favorablement
au métabolisme du glucose, notamment les métabolites trouvés en plus grandes concentrations: I'acide
férulique, l'acide m-coumarique, l'acide hydroxyhippurique, I'acide dihydroxyphaséique (DPA) et I'ABA

glucuronidé. Il faudrait donc considérer ces molécules pour des études de cause a effet.

Compte tenu du manque de standard pour valider sa quantification dans la présente étude et aussi pour
confirmer si la molécule d’ABA subit une glucuronidation, il est important d’envisager, pour I'avenir, des études
qui permettent de confirmer l'identification de cette molécule, méme si elle est une molécule produite de forme
endogéne chez les mammiféres. Concernant l'importante concentration d’acide abscissique glucuronidé
retrouvée dans le plasma, il pourrait s’agir d'un mode d'inactivation de 'hormone autocrine dans 'organisme
humain. De méme, il faudrait continuer a développer des études qui permettent d’approfondir la connaissance
de I'ABA chez les mammiféres, autant du c6té de 'ABA endogéne que d’ABA exogéne. Par exemple, il pourrait
étre intéressant d'étudier la différence de la concentration d’ABA plasmatique chez les sujets qui ont répondu

au traitement par rapport a ceux qui n’ont pas répondu et vérifier s'il existe un modéle spécifique de réponse.

Il serait intéressant aussi d'envisager des études avec une approche métabolomique ciblée, c’est-a-dire étudier
plusieurs classes ou plusieurs composés d’'une méme classe de métabolites en relation avec des parametres
du métabolisme du glucose, tel que Ibafiez et al. (2012) ont fait pour évaluer la participation de polyphénols

contre le cancer de célon (Ibafiez et al., 2012).

116



Finalement, on pourrait évaluer l'impact de I'extrait de fraises et canneberges sur le métabolisme du glucose
chez des sujets atteints de diabéte de type 2. Méme si ces personnes produisent une faible quantité d'insuline,
il serait utile de vérifier si cet extrait riche en polyphénols peut améliorer la sensibilité des cellules a l'insuline et

favoriser une hausse de la premiére phase de sécrétion d'insuline.
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