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Résumé

Problématique et hypothése : L’incidence du diabéte de type 2 (DT2), ainsi que de la
morbidité et mortalité associées, est en augmentation constante dans le monde. La perte de poids
par dicte hypocalorique réduit les facteurs de risque et I’incidence du DT2 chez les sujets obéses.
Cependant, il existe une grande variabilit¢ dans la réponse des sujets obéses a ce type
d’interventions pour des raisons inconnues. La dysfonction du tissu adipeux blanc (TAB),
I’hypertriglycéridémie post-prandiale, la résistance a I’insuline (RI) et I’hyperinsulinémie sont
des facteurs de risque majeurs du DT2 chez I’humain. Des travaux de notre laboratoire ont
démontré que les lipoprotéines porteuses d’apoB prédisent et promeuvent la dysfonction du
TAB et les facteurs de risque associés chez des sujets obéses. Notre hypothése était qu’un taux
¢levé d’apoB plasmatique au début de 1’étude identifie les sujets obeéses qui réduiront le plus les
facteurs de risque de DT2 aprés une di¢te hypocalorique de 6 mois. Nous avons également
exploré si le changement d’apport en fibres apres 1’intervention était prédictif de I’amélioration

des facteurs de risque de DT2 indépendamment de la perte de poids.

Méthodologie : Cinquante-neuf participants (33 femmes, 26 hommes, 45-74 ans, IMC >27
kg/m2, sans maladies chroniques) ont complété I’intervention de dicte hypocalorique (-500
calories/jour) d’une durée de 6 mois. La fonction du TAB ex vivo a été mesurée par sa capacité
d’hydrolyse et d’entreposage de lipoprotéines riches en triglycérides synthétiques marquées au
3H-trioléine. Le métabolisme post-prandial des lipides a été mesuré durant 6 heures aprés
I’ingestion d’un repas riche en gras marqué au '*C-trioléine. La sensibilité a 1’insuline (SI) et la
sécrétion d’insuline induite par le glucose (SIIG) ont été mesurées par clamp Botnia, qui
combine un test de tolérance au glucose intraveineux de 1 heure et un clamp
hyperinsulinémique-euglycémique de 3 heures. Les apports alimentaires ont été évalués par

journaux alimentaires de 3 jours.

Résultats : Aprés la diete hypocalorique, les participants ont réduit leur apport calorique de
11,1+£22,6% et lipidique de 19,9+31,0%, et ont perdu en moyenne 5,40+4,76% de leur poids
initial. L’augmentation moyenne de la SI était de 33,7+56,2% et la diminution de la SIIG de -
17,7£27,6%. L'apoB au début de 1'étude prédit 'augmentation de la fonction du tissu adipeux
(p=0,002, r=0,63-0,68) et une diminution de la sécrétion d'insuline (p=0,006, r=0,59) apres
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l'intervention, indépendamment du sexe, du changement d'IMC, de masse grasse androide et du
ratio gras androide/gynoide. L’augmentation de 1’apport en fibres prédit la diminution de la 2°
phase de SIIG (p=0,040, r=-0.49) et de SI mesurée durant le TTGIV (p=0,026, r=0,48),
indépendamment du sexe et du changement d’IMC, d’apport énergétique et d’apport en

macronutriments.

Conclusion : Un taux ¢levé d'apoB plasmatique avant I'intervention ainsi qu’un apport élevé en
fibres post-intervention identifie les sujets qui réduisent le plus la dysfonction du TAB, la RI et
I’hyperinsulinémie apres une dic¢te hypocalorique. Cibler les sujets avec taux d’apoB élevé par
une diete hypocalorique riche en fibres pourrait maximiser les bénéfices de la dicte

hypocalorique pour réduire 1’incidence du DT2 chez les sujets obeses.

Mots-clés : Diabete de type 2, résistance a I’insuline, hyperinsulinémie, diéte hypocalorique,

perte de poids, fibres alimentaires, dysfonction du tissu adipeux
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Abstract

Background and hypothesis: The incidence of type 2 diabetes (T2D) and associated morbidity
and mortality is constantly on the rise worldwide. Weight loss using behaviour modification
programs, such as hypocaloric diets, reduce the risk factors for, and incidence of, T2D in obese
subjects. However, there is a large inter-subject variability in the metabolic response of obese
subjects to these interventions, the reasons for which are unclear. White adipose tissue (WAT)
dysfunction, postprandial hypertriglyceridemia, insulin resistance (IR), and hyperinsulinemia
are major risk factors for T2D in humans. Work from our lab demonstrated that apoB
lipoproteins, measured in plasma as apoB, promote and predict WAT dysfunction and related
risk factors in obese subjects. Our hypothesis was that elevated baseline plasma apoB identify
obese subjects who best reduce the risk factors for T2D following a 6-month hypocaloric dietary
intervention. We also explored whether the change in fiber intake following the intervention

was most predictive of the amelioration in the risk factors for T2D independent of weight-loss.

Methods: Fifty-nine subjects (33 women, 26 men, 45-74 years, BMI >27 kg/m2, without
chronic diseases) completed a hypocaloric dietary intervention (-500 kcal/day) over 6 months.
Ex vivo WAT function was measured as the hydrolysis and storage of synthetic *H-triolein-
labeled triglyceride-rich lipoproteins. Postprandial fat metabolism was measured over 6-hours
after the ingestion of a '*C-triolein-labeled high fat meal. Insulin sensitivity (IS) and glucose-
induced insulin secretion (GIIS) were measured by a Botnia clamp, which is a combination of
I-hour intravenous glucose tolerance test followed by 3-hour hyperinsulinemic euglycemic

clamp. Dietary intakes were evaluated using 3-days food recalls.

Results: Following the hypocaloric diet, subjects decreased caloric intake by 11.1+22.6% and
fat intake by 19.9£31.0% and lost an average weight of 5.40+4.76%. They also had an increase
in IS by 33.7£56.2% and a decrease in GIIS by -17.7+27.6%. Baseline apoB predicted the post-
intervention increase in WAT function (p=0.002, r=0.63-0.68) and decrease in GIIS (p=0.006,
r=0.59), independently of sex, change in BMI, android fat mass and android/gynoid fat mass
ratio. The increase in fiber intake predicted the decrease in 2" GIIS (p=0.040, r=-0.49) and IS
(p=0.026, r=0.48) measured during the IVGTT independent of sex and changes in BMI and

energy intake or other macronutrients.
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Conclusions: Elevated baseline plasma apoB and increased post-intervention fiber intake
identifies subjects who best reduce WAT dysfunction, IR and hyperinsulinemia after a
hypocaloric diet. Targeting subjects with high plasma apoB with fiber-enriched hypocaloric diet

may maximize the benefit of hypocaloric diets to reduce the incidence of T2D in obese subjects.

Keywords: Type 2 diabetes, insulin resistance, hyperinsulinemia, hypocaloric diet, weight

loss, dietary fiber, adipose tissue dysfunction

v



Table des matiéres

RESUIME.....ceieeee ettt ettt st s bt et e st e s bt et e eatesbe e bt entesaeebeennesaeens i
AADSITACE ...ttt ettt ettt h et a e h et ea e h e bt et eh e e bt et e e nee b enee il
Table deS MALICIES. ....cc.eiitiiiiiitieete ettt ettt et et e bt e st e et e e bt e eabeenneas \%
LiSte des taDlEaAUX ... ..coiiiiiiiiie ettt et eee e vii
LISTE d@S TIGUIES ..eevviieiiieeciie ettt ettt ettt e e e e et e e sate e e stee e saeeensaeeesssaesssaeessseeensseennns viii
Liste des abréviations €t SIZIES......cueieiiieiiiieeiiieeie ettt e ee e e e e ea e e e raeesreeesereeenans X
REMEICICINENLS.......eoutiiiiiiiie ettt ettt et e sttt e et e e bt e enbeesbeeenbeesseeeabeenaeeenne X
Introduction : DI1abete de tyPe 2.......ooouiiiiiieiiiieieeie ettt 1
Chapitre 1 : Facteurs de risque du diabete de type 2 ....covveiviieeiieiiieeiecieecie et 3
1.1 Résistance a I’insuline et hyperinSulinémie............c.cccveeiierieeiiieiienieeeeeie e 3
1.2 Dysfonction du tissu adipeux blanc et hypertriglycéridémie post-prandiale.................... 5
1.3 HyperapobetalipOprotEinemIe. .........c.eeueerieeiiieniieiie ettt ettt st 6
Chapitre 2 : Dietes hypoCalOTIQUES .......cc.eeiiiiriieiiieiieeit ettt sttt 11
2.1 Dietes hypocaloriques et incidence du diabéte de type 2 ........ccoeeverieneiienieneenicnnene 11
2.2 Dietes hypocaloriques et facteurs de risque de diabete de type 2.......cceeveveeeevieenneennne. 13
2.2.1 Résistance a I’insuline et hyperinsulin€mie............occveevvieeriieenieeeniee e 13
2.2.2 Dysfonction du tissu adipeuX blanc ...........cocevveeveriinieiinieniiieieece e 15
2.2.3 Hyperapobetalipoproteinemie. ........couevueeueriirieeiienieniienieete st 16
Chapitre 3 : Dietes 1SOCALOTIQUES ....eeevuviieiiiieeiiiieeiieecieeeeieeeeite et e e aee e eesebeeeneaeeenareeenaeeennns 18
3.1 Dietes isocaloriques et incidence diabete de type 2.......ocoveeviieerieeinieeerieeeiee e 18
3.2 Dietes isocaloriques et facteurs de risque de diabete de type 2 ......coecvvvevvveenieeenieennnnen. 20
3.2.1 Résistance a I’insuline et hyperinSulin€mie...........ccceevieeiiinieniiienieeieecie e 20
3.2.2 Dysfonction du tissu adipeux blanc ...........cccoeeuieriiiiiieniiiiieeeee e 23
3.2.3 HyperapobetalipOPproteINEmMIE. ......cccuvieeieiieeireeeiieeeciieeeieeeeieeesveeeseveeenreesareeesaeeens 23
Chapitre 4 : Problématique, objectifs et hypoth€Ses........ccceveviiieiiiiiiiiiieceee e 25
O B o ¢010) (55 40P o | LRSS 25



A O o] <o 3 SRR 25

T & % 01011 1 Lol 1RSSR 25
Chapitre 5 : MEthOAOIOZIC ......ccuviiiiieiiieiiecie ettt ettt et eeeteestaesbeessaeensaens 26
5.1 Participants et déroulement de I'étude..........cooevieriiiiiiiiiiiiiieeceeee e 26
5.2 Intervention NULLTHONNELLE ......c..ovviiiiiiiiiieiice e 28
5.3 JoUINAUX AlTMENLAITES .....eeuiiiiieiiiieiieeiie ettt ettt ettt e bt e et e e eeeeabeenaeeenne 29
5.4 Mesures anthropométriques et bIoChIMIQUES.........ccccvieeiiiieeciiieeiie e 30
5.5 Sensibilité a et sécrétion d’ INSUIINE. .........covviiiiiiiriiiieieeeeee e 30
5.6 Fonction du tissu adipeux blanc et métabolisme postprandial des lipides...................... 32
5.7 ANAlYSES StALISTIQUES ...euvieeiieiieriteeiie ettt ettt et e te et e et et e et e e sbeesabeesaeeenbeesseesnbeenneeenne 34
Chapitre 6 : Résultats — articles SCIENtifIqUES ..........cccvvieeiiieeeiiieeiie e e 35

Premier article : High plasma apoB identifies obese subjects who best ameliorate white

adipose tissue dysfunction, glucose-induced hyperinsulinemia and insulin resistance after a

NYPOCALOTIC QICT.....ecviieiiieiieeie ettt ettt ettt ettt e s e ebe et eesbeesseeenseesaeeesseeseesnsaens 35
Deuxiéme article : Increased fiber intake predicts amelioration in insulin secretion and
sensitivity independent of weight-loss following a hypocaloric diet in obese subjects ....... 85
Chapitre 7 : DISCUSSION ....veeieiieiieeiieiieeieeriee et esteeebeesteeeteesteeesbeessaeesseessseesseesssessseesssessseensees 116
CONCIUSION ..ottt ettt e b e ettt e sab e bt e e st e e bt e sabeenbeeenbeennees 124
L33 10] FT0Tea¥21 o) 11 1< PSPPSR 1
Annexes : Formulaires de consentement pour étude principale et sous-¢tude ...................... xviil

vi



Liste des tableaux

Tableau 1.

Critéres d’inclusion et d’exclusion des participants a 1’étude

vil



Liste des figures

Figure 1.  Relation entre la sensibilité a 1’insuline et la sécrétion d’insuline durant le clamp

Botnia (adapté de (20)) ..eeeerieeeiie ettt e e s e e e e b e e ebe e e reeenaaeeeaaeas 3
Figure 2. Liens entre les facteurs de risque de DT2: dysfonction du TAB,
hypertriglycéridémie post-prandiale, RI, hyperinsulinémie et hyperapoB............cccccoceeeenene. 10
Figure 3.  Déroulement du Clamp Botnia (adapté de (20)).....ccceovverieerienieeiienieeiieeieeieans 32

viil



Liste des abréviations et sigles

AGL : Acides gras libres

ApoB : Apolipoprotéine B

ApoB-48 : Apolipoprotéine présente sur les chylomicrons et résidus de chylomicrons
ApoB-100 : Apolipoprotéine présente sur les VLDL, IDL et LDL

DEXA : Scan pour la composition corporelle (Dual-Energy X-ray Absorptiometry)
DT?2 : Diabete de type 2

ELISA : Méthode de dosage immuno-enzymatique (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
HDL : Lipoprotéines de haute densité (High Density Lipoproteins)

HGPO : Hyperglycémie provoquée par voie orale

HIEG : Hyperinsulinémique-euglycémique (clamp HIEG)

HOMA-IR : Indice de résistance a l’insuline (Homeostatic Model Assessment — Insulin
Resistance)

HyperapoB : Hyperapobetalipoprotéinémie

IDL : Lipoprotéines de densité intermédiaire (/Intermediate Density Lipoproteins)
IMC : Indice de masse corporelle

IL-1PB : Interleukine-1

IL-1Ra : Récepteur de I’antagoniste de I’IL-1 (IL-1 Receptor Antagonist)

IL-6 : Interleukine-6

IL-10 : Interleukine-10

LDL : Lipoprotéines de basse densité (Low Density Lipoproteins)

LPL : Lipase lipoprotéique (Lipoprotein Lipase)

RI: Résistance a I’insuline

SI: Sensibilité a I’insuline

SIIG : Sécrétion d’insuline induite par le glucose

TAB : Tissu adipeux blanc

TG : Triglycérides

TNF-a : Facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor)

TTGIV : Test de tolérance au glucose intraveineux

VLDL : Lipoprotéines de tres basse densité (Very Low Density Lipoproteins)

X



Remerciements

Je souhaite d’abord remercier Dre May Faraj pour son soutien tout au long de ma
maitrise, sa passion et son dévouement pour son laboratoire. Je veux ensuite remercier mes amis
et collégues de laboratoire : Marie Devaux, notre infirmiere exceptionnelle, ainsi que Simon
Bissonnette, Valérie Lamantia et Yannick Cyr, les étudiants au doctorat du laboratoire. Sans
vous, ma maitrise n’aurait pas ét¢ la méme! Vous avez su ensoleiller chaque journée, les
agrémenter de conseils, de discussions, d’histoires, de fun facts, de blagues et de fous rires. Je
veux aussi remercier « les filles » du RabLab (qui compte maintenant deux jeunes hommes!)
pour tous les bons moments. Merci également a ’association étudiante de 'IRCM et a
I’ensemble des étudiants : en discutant ensemble, on se rend compte que malgré nos domaines
de recherche éloignés, on vit tous les mémes choses aux études supérieures et qu’on finit par

surmonter nos problémes.

Merci a ma famille, maman, papa et Maude, pour votre support et vos bons mots. Merci
a Xavier d’avoir toujours été 1a pour moi. Merci a mes amies du baccalauréat en nutrition,
surtout celles qui font également une maitrise, et avec qui j’ai pu partager mes problémes et

frustrations, mais aussi mes joies.

Finalement, merci aux médecins qui collaborent a nos études pour les visites médicales,
la supervision des clamps et les biopsies de tissu adipeux, et merci a tous les participants aux

¢tudes de notre laboratoire, sans qui nos €tudes ne seraient pas possibles.



Introduction : Diabete de type 2

Le diabete est une maladie dont la prévalence a augmenté de manieére importante au
cours des dernieres décennies, autant dans les pays en développement que dans les pays plus
développés et qui affecte des hommes et des femmes de tous niveaux socioéconomiques. Dans
les années 1980, environ 108 millions de personnes, représentant 4,7% de la population
mondiale, étaient atteintes de diabete, alors qu’en 2014, 422 millions de personnes, ou 8,5% de
la population, étaient atteintes (1-3). Au Canada, la prévalence de diabéte ajustée pour 1’age est
passée de 2,5% en 1994 a 3,6% en 2005, soit une augmentation de 45% (4). Selon une estimation
de la Fédération Internationale du Diabéte, c¢’était plus de 10% de la population canadienne qui
¢tait atteinte de diabéte en 2013 (5). La prévalence du diabete devrait continuer a augmenter
partout dans le monde, sauf si des mesures sont mises en place pour freiner cette épidémie (1-
3). La vaste majorité des personnes diabétiques, entre 90 et 95%, souffre de diabéte de type 2
(DT2), une maladie associée a 1’age, au surpoids et a un mode de vie malsain, et pouvant étre

prévenue par des changements aux habitudes de vie (1, 2, 6-8).

Le diabéte est associé a une augmentation accrue de la morbidité et de la mortalité ainsi
qu’a de nombreuses complications. Il est estimé que, chez les individus agés de 20 a 79 ans a
I’échelle de la population mondiale, 14,5% des déces étaient reliés au diabete en 2015, ce qui
représente 5 millions de personnes (2). Les néphropathies sont des conséquences fréquentes du
diabete : environ 40% des personnes diabétiques développeront une insuffisance rénale
chronique reliée au diabete au cours de leur vie (9), et cette insuffisance rénale est la principale
cause d’insuffisance rénale terminale, impliquée dans prés de la moiti¢ des cas (10). La
rétinopathie diabétique est une autre complication commune du diabéte — sa prévalence se situe
entre 20 et 40% selon les études (11, 12) — et est la principale cause de perte de vision dans le
monde (1, 2). Les maladies cardiovasculaires sont également associées étroitement au diabete :
il s’agit de la premicre cause de mortalité chez les personnes diabétiques (2), et celles-ci ont un
risque deux a trois fois plus élevé que les personnes non diabétiques d’avoir un événement
cardiovasculaire (1). Les problémes de circulation et les neuropathies périphériques associées
au diabete expliquent que cette maladie soit la premiere cause d’amputation non-traumatique;

les blessures passent inapercues a cause du manque de sensibilité et s’infectent (1, 2, 13).



Dr’ailleurs, les personnes diabétiques ont un risque 25 fois plus élevé qu’une personne non

diabétique de subir une amputation (2).

En plus d’avoir des impacts majeurs sur la santé des personnes qui en sont atteintes, le
diabéte engendre de lourdes conséquences économiques, au niveau de la société et des individus.
Environ 12% des dépenses en sant¢ seraient reliées au diabete selon la Fédération Internationale
du Diabete, et les frais de santé annuels d’une personne diabétique seraient deux a trois fois plus
¢levés que ceux d’une personne non diabétique (2). Dans plusieurs pays en développement ou
sans systeme de soins de santé généralisé, les colits de traitements du diabéte incombent aux
personnes diabétiques et a leur famille (2). Cela est d’autant plus désastreux que les personnes

diabétiques ont de moindres probabilités d’occuper un emploi et ont un revenu moins élevé (14).

L’augmentation de la prévalence du diabéte ainsi que les conséquences que cette
maladie a sur les individus et la société renforcent I’importance et I'urgence d’agir pour
diminuer I’incidence de cette maladie. Il a déja ét¢ démontré qu’il est possible de prévenir ou
de retarder I’apparition du DT2 par des interventions médicamenteuses mais aussi de maniére
plus spectaculaire par des interventions d’amélioration du mode de vie (alimentation, activité
physique et perte de poids) (6-8). Cependant, il existe une grande variabilité dans la réponse des
individus a ce genre d’interventions. Déceler les facteurs responsables de cette variabilité

permettrait de prédire la réponse individuelle a une intervention et de cibler les personnes qui

en bénéficieraient le plus.

Les principaux facteurs de risque de DT2 (hyperinsulinémie et résistance a I’insuline,
dysfonction du tissu adipeux blanc (TAB), hypertriglycéridémie postprandiale,
hyperapobetalipoprotéinémie) seront d’abord exposés, ainsi que leur définition et les
interactions entre eux, puis les liens entre la nutrition, le DT2 et ces facteurs de risque dans des
dietes hypocaloriques et isocaloriques seront explorés. La méthodologie appliquée pour
déterminer les prédicteurs de 1’amélioration des facteurs de risque de DT2 durant une dicte
hypocalorique sera expliquée, et deux articles rapportant les résultats de cette étude suivront.

Finalement, les implications de cette étude seront discutées.



Chapitre 1 : Facteurs de risque du diabete de type 2

1.1 Résistance a ’insuline et hyperinsulinémie

L’insuline est une hormone sécrétée par les cellules f du pancréas, qui a comme role
principal de faire diminuer la glycémie en permettant au glucose d’entrer dans les cellules (15).
Différents niveaux de sensibilité ou de résistance a I’insuline (RI) sont possibles et, pour
maintenir une glycémie normale, la sécrétion d’insuline devra compenser (16). Une personne
trés sensible a I’insuline aura besoin de sécréter peu d’insuline pour que celle-ci soit efficace et
maintenir une glycémie normale. Au contraire, lorsqu’une personne devient graduellement
résistante a I’insuline, la sécrétion d’insuline devra augmenter pour compenser pour sa moindre
efficacité (16-18). D’ailleurs, on peut observer une relation hyperbolique entre la sensibilité a
I’insuline (SI) et la sécrétion d’insuline (Figure 1) (19, 20), et le produit de ces deux facteurs

reste constant tant que la glycémie est maintenue dans la normale (16).
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Figure 1. Relation entre la sensibilité a I’insuline et la sécrétion d’insuline durant le
clamp Botnia (adapté de (20))
Chez des individus avec une méme glycémie, ceux qui sont plus résistants a I’insuline,
et donc plus hyperinsulinémique, ont plus de risques de développer le DT2 (21). Une importante

RI et I’hyperinsulinémie sont des facteurs de risque majeurs du DT2 car elles peuvent mener a
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1I’épuisement des cellules 3 du pancréas (18). Dans la progression de la RI, la demande d’insuline
aux cellules B du pancréas augmente et a un certain point, chez des individus susceptibles, peut
mener a leur épuisement (18). Dans cette situation, la sécrétion d’insuline ne parvient plus a
compenser pour la RI et I’individu passe d’une tolérance normale au glucose a I’intolérance au

glucose (ou prédiabéte), puis au DT2 (16).

Plusieurs facteurs sont associés a la RI et a I’hyperinsulinémie qui I’accompagne, et
peuvent expliquer pourquoi une personne est résistante a 1’insuline alors qu’une autre y est
sensible. Le poids et la surnutrition sont fortement associés a la RI (16, 18) et a
I’hyperinsulinémie (17, 22, 23). Une relation semblable a celle entre la SI et la sécrétion
d’insuline existe entre I’indice de masse corporelle (IMC) et la SI : plus une personne a un IMC
¢élevé, plus elle est résistante a I’insuline. Cependant, il y a une grande variation dans cette
relation et certaines personnes avec un IMC normal ou bas présentent tout de méme une RI (16).
La sécrétion d’insuline est aussi plus élevée chez les sujets obeses a jeun, a 1’état post-prandial
et en réponse a une infusion de glucose (clamp hyperglycémique), tel que démontré dans étude
comparant la sécrétion d’insuline chez 14 sujets avec IMC normal et 15 avec obésité (17). La
qualité de la diéte influence le niveau de SI (tel que discuté au chapitre 3.2.1) (24-28), ce qui
pourrait expliquer la variabilité de SI que I’on retrouve chez des individus de méme IMC. Une
composante génétique explique également une partie de la RI et de I’hyperinsulinémie :
certaines personnes sont prédisposées a ces anomalies, et certaines ont des cellules B du pancréas
susceptibles de faillir et de ne plus pouvoir compenser adéquatement pour la RI, menant au
développement du DT2 (18). Finalement, le sexe a aussi un impact sur la SI et I’insulinémie.
Notre laboratoire a démontré que les femmes modulent généralement leur glycémie par leur SI,
celle-ci étant plus élevée que chez les hommes, alors que ces derniers sécretent plus d’insuline

pour maintenir une glycémie normale (20).

Des relations existent entre la RI, I’hyperinsulinémie, et les autres facteurs de risque de
DT2 qui seront explorés plus bas, puisque I’insuline est impliquée a la fois dans la fonction du
TAB et dans le métabolisme des lipoprotéines porteuses d’apoB (29). Le TAB dysfonctionnel
est plus résistant a 1’action de 1’insuline, ce qui contribue a la RI périphérique (30). De plus, la
RI diminue la suppression de la lipolyse des TG contenus dans le TAB par I’insuline a I’état

postprandial, ce qui entraine une augmentation des acides gras libres (AGL) en circulation (29).
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Ce flux accru d’AGL au foie entraine a son tour une hypersécrétion de VLDL, ce qui augmente

I’apoB plasmatique (29).

1.2 Dysfonction du tissu adipeux blanc et hypertriglycéridémie

post-prandiale

Le TAB représente la majeure partie du tissu adipeux chez ’humain (il existe également
du tissu adipeux brun, riche en mitochondries et qui produit beaucoup de chaleur, mais on en
retrouve peu chez I’humain adulte) (31). Le TAB sert principalement de réserve d’énergie :
chaque adipocyte blanc contient une grosse gouttelette de lipides pouvant étre utilisés en cas de
besoin (31). A I’état postprandial, le TAB hydrolyse les triglycérides (TG) contenus dans les
chylomicrons par la lipase lipoprotéique (LPL) et capte les AGL ainsi libérés. Ces AGL sont
ensuite réestérifiés et entreposés dans la gouttelette de lipides sous forme de TG. Ce processus
est nommé lipogenése et survient en période de surplus d’énergie (23, 32). A I’état de jelne, les
TG contenus dans les adipocytes sont hydrolysés par la lipase hormonosensible, et les AGL sont
libérés dans la circulation pour étre utilisés comme source d’énergie : c’est la lipolyse (32, 33).
Une autre fonction importante du TAB, découverte plus récemment, est endocrinienne : le TAB
sécrete de nombreuses hormones (par exemple, la leptine, 1’adiponectine, la résistine, etc.),
désignées par le terme adipokines ou adipocytokines (32, 34-36). Ces hormones sont entre autres
impliquées dans le métabolisme des lipides, des glucides et dans la SI (34). Les adipokines sont
sécrétées proportionnellement avec la masse adipeuse, a I’exception de ’adiponectine, une
hormone qui augmente la SI et dont la sécrétion diminue avec I’augmentation de la masse grasse
(32, 34). 1l existe des différences dans la répartition et la fonction du TAB entre les femmes et
les hommes; ces premicres accumulent le TAB au niveau gynoide avant la ménopause, alors
que ces derniers 1I’accumulent plut6t au niveau androide et viscéral, dépots associé€s a un risque
cardiométabolique accru (37). Cette accumulation préférentielle dans un dépot spécifique est
régie par I’activité de la LPL (qui est plus élevée au niveau gynoide chez les femmes et au niveau
androide chez les hommes) et est liée aux hormones sexuelles. Elle s’atténue donc apres la

ménopause avec la diminution des cestrogenes (37).

L’obésité est associée a une dysfonction du TAB : une étude comparant plus de 200

hommes de poids normal a autant d’hommes obeses montre une hypertriglycéridémie post-
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prandiale caractérisée par la clairance retardée des chylomicrons et un taux d’AGL en
circulation plus ¢€levé aprés les repas chez les sujets obéses (23). En situation de surplus
d’énergie, le tissu adipeux peut croitre de deux facons pour stocker plus de lipides: en
augmentant la taille de ses adipocytes (hypertrophie) ou en augmentant le nombre d’adipocytes
(hyperplasie) (38). Plusieurs études associent I’hypertrophie a une moins bonne fonction du
TAB, a I’inflammation, a la RI et ultimement au développement du DT2 (31, 34, 38-41). Un
TAB dysfonctionnel peut aussi présenter une mauvaise différenciation des adipocytes, de

I’inflammation, de la fibrose (39) et I’infiltration de macrophages (31, 42, 43).

La dysfonction du TAB limite son action d’hydrolyse des TG et de captation des acides
gras (30, 41, 44), ce qui provoque une hypertriglycéridémie post-prandiale et la déposition
ectopique des lipides au niveau viscéral et dans des tissus non adipeux comme le foie, les
muscles et le pancréas (45). Le tissu adipeux accumulé au niveau viscéral est métaboliquement
tres actif et inflammeé, ce qui 1’associe au développement de la RI et du DT2 (41, 46). Les dépots
ectopiques de lipides induisent une dysfonction des tissus périphériques qui exacerbe d’autant
plus la RI, les anomalies dans la sécrétion d’insuline et le risque de développer le DT2 (23, 35).
Tel que mentionné plus haut, la dysfonction du TAB résulte en une plus grande sécrétion de
VLDL par le foie car un flux important d’AGL lui parvient, n’ayant pas été captés par le TAB.
Des données de notre laboratoire nous indiquent que la relation va aussi dans le sens inverse, et

que I’hyperapoB induit une dysfonction du TAB (44).

1.3 Hyperapobetalipoprotéinémie

Les apolipoprotéines B (apoB) sont des apolipoprotéines que 1’on retrouve sur les
lipoprotéines athérogenes. On retrouve I’apoB-48 (qui représente 48% de la taille de 1’apoB-
100) sur les chylomicrons et résidus de chylomicrons, lipoprotéines riches en TG sécrétées par
I’intestin apres 1’ingestion d’aliments. L’apoB-100 se retrouve sur les lipoprotéines de tres basse
densité (VLDL), les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et les lipoprotéines de basse
densité (LDL) (29). La mesure du taux d’apoB plasmatique indique le nombre total de particules
porteuses d’apoB (apoB-100 et apoB-48). A jeun, 1’apoB se retrouve principalement sur les
particules de LDL (>90%) (44). Comme on retrouve une seule particule d’apoB par lipoprotéine,

mesurer le taux d’apoB plasmatique donne une meilleure indication du nombre de lipoprotéines



athérogenes en circulation que de mesurer le LDL cholestérol seulement (puisque les particules
de LDL peuvent étre de tailles variées et que les LDL petites et denses sont plus athérogénes
que les grosses LDL) (47). Les hommes présentent généralement un taux d’apoB plus élevé que
les femmes et qui varie peu durant 1’age adulte (48). Chez les femmes, ce taux augmente
graduellement avec 1’age, et s’accroit davantage apres la ménopause pour atteindre des niveaux

comparables a ceux observés chez les hommes (48).

L’hyperapoB plasmatique, ou un taux ¢levé d’apoB dans le plasma, est un élément de la
dyslipidémie athérogéne caractéristique des personnes avec DT2. Cette dyslipidémie comprend
¢galement une hypertriglycéridémie, un taux de HDL-cholestérol abaissé et un taux de LDL-
cholestérol normal ou légerement élevé (la combinaison d’apoB plasmatique élevée et LDL-C
plasmatique normal indique que les particules de LDL sont petites et denses) (47). C’est donc
pourquoi il est pertinent de mesurer 1’apoB plasmatique, puisque la seule mesure du LDL-
cholestérol sous-estime la présence de dyslipidémie (47). L’apoB s’éléve graduellement lors de
la transition vers le DT2, tel qu’observé dans une population d’hommes coréens (n=790) : les
sujets avec tolérance normale au glucose avaient un taux d’apoB plus bas que ceux avec
intolérance au glucose, et ces derniers plus bas que ceux avec DT2 de novo (49). Un court suivi
sur trois mois révele que les sujets ayant progressé vers le DT2 (soit de tolérance normale au
glucose a intolérance au glucose ou d’intolérance au glucose a DT2) ont vu leur taux d’apoB
augmenter alors que ceux n’ayant pas progressé¢ ont conservé le méme niveau d’apoB

plasmatique (49).

Au cours de la derni¢re décennie, plusieurs études épidémiologiques ont démontré qu’un
taux ¢levé de lipoprotéines porteuses d’apoB (ou hyperapoB) est un prédicteur du
développement du DT2 et survient avant 1’apparition d’autres signes avant-coureurs (49-53).
C’est le cas dans une population turque (chez les femmes seulement, n=1146, suivi moyen de
5,9 ans) (50), finlandaise (études FINRISK, n=7827, suivi médian de 10,8 ans et Health 2000
Study, n=4976, suivi médian 7,1 ans) (51), d’aborigénes canadiens (n=540, suivi de 10 ans) (52)
et coréenne (n=84 394, suivi moyen de 3,3 ans) (53). La concentration plasmatique d’apoB
restait un prédicteur du développement du DT2 apres correction pour des facteurs de risque

traditionnels du DT2 tels que I’age, le sexe, le taux de HDL-cholestérol, de non-HDL-



cholestérol et de TG, ’IMC, le tour de taille, la pression artérielle, le tabagisme, la glycémie,

I’hémoglobine glyquée ou I’historique de maladies cardiovasculaires (50-53).

Les lipoprotéines porteuses d’apoB sont associées au développement du DT2
probablement puisqu’elles prédisent et promeuvent plusieurs facteurs de risque de DT2 chez les
humains, tels que I’inflammation, la RI et les anomalies dans la sécrétion d’insuline. Dans une
cohorte de 77 femmes ménopausées, obeses et non diabétiques examinées par notre équipe de
recherche, la concentration d’apoB plasmatique était positivement corrélée a la concentration
plasmatique de marqueurs inflammatoires tels que la protéine C-réactive, 1’orosomucoide,
I’haptoglobine et D’ai-antitrypsine (54). Aprés correction pour I'IMC, le taux d’apoB
plasmatique prédisait toujours ces mémes marqueurs et additionnellement 1’interleukine-6. Les
femmes hyperapoB de cette cohorte, comparativement a un groupe normoapoB de méme IMC,
avaient des taux de marqueurs inflammatoires, de cholestérol total, de LDL-cholestérol et de
TG plus ¢€levés, ainsi qu'un taux de HDL-cholestérol et une SI plus bas (54). Dans une autre
cohorte de 81 sujets obeses sans maladies chroniques, le taux d’apoB plasmatique corrélait
positivement avec I’antagoniste du récepteur de I’interleukine-1 (IL-1Ra), un indicateur de
I’activation du systéme interleukine-1f (IL-1p), systéme lié¢ au développement du DT2 (20, 55).
Dans la méme étude, le taux d’apoB plasmatique était associé positivement a la sécrétion
d’insuline et de c-peptide lors d’un test de tolérance au glucose intra-veineux (TTGIV), et
négativement a la SI mesurée par clamp hyperinsulinémique-euglycémique (HIEG) (20). Des
¢tudes sur des modeles animaux et cellulaires montrent que les particules de LDL peuvent étre
captées par les cellules B du pancréas et induire leur dysfonction et leur apoptose (56-58), ce qui
pourrait étre un des mécanismes liant I’hyperapoB aux anomalies de sécrétion d’insuline et
ultimement au développement du DT2. Des effets similaires ont été notés dans des études avec
des cellules musculaires et des pré-adipocytes (59, 60), ce qui pourrait expliquer la RI

périphérique associée a I’hyperapoB et rapportée dans nos études (20, 54).

Les apoB lipoprotéines sont aussi associées a des défauts dans la fonction du TAB in
vivo, ex vivo et in vitro dans deux études de notre laboratoire, chez 22 femmes et 30 sujets
(hommes et femmes) respectivement (30, 44). La taille des adipocytes du TAB gynoide était
positivement corrélée a 1’apoB plasmatique (des adipocytes de plus grande taille sont associés

a une moins bonne fonction du TAB, voir section sur la dysfonction du TAB plus haut) (30).



Les sujets avec taux d’apoB plasmatique élevé présentaient les anomalies déja mentionnées (TG
¢levés a jeun, cholestérol total et LDL-cholestérol €levés, particules de LDL petites et denses,
RI et sécrétion d’insuline plus élevés) mais aussi une clairance retardée des TG totaux et
diététiques (marqués au '*C-trioléine) a 1’état postprandial (30, 44), ainsi qu’une moins bonne
captation par les tissus des AGL marqués au 'C (30, 44). Ces anomalies indiquent une
dysfonction du TAB, soit une efficacité réduite pour la lipogenese. La différenciation de pré-
adipocytes et ’incubation de biopsies du TAB avec des LDL résultait en une moins bonne
fonction comparativement a la différenciation et I’incubation sans LDL : les cellules étaient
moins capables d’hydrolyser et d’entreposer un substrat de lipoprotéines riches en TG
synthétiques marquées au *H-trioléine (30, 44). Ce défaut n’était pas seulement dii a une
moindre activité de la LPL : le TAB incubé¢ avec des LDL était également moins efficace pour
entreposer des AGL marqués (44). Les études de notre laboratoire ont donc démontré que 1’apoB
induit plusieurs dysfonctions au niveau du TAB, autant lors de I’exposition aigué que chronique.
Cela peut expliquer pourquoi un taux d’apoB ¢élevé est associé a plusieurs facteurs de risque de
DT2: RI, hyperinsulinémie, dysfonction du TAB, hypertriglycéridémie postprandiale et
inflammation systémique chronique (Figure 2) (20, 30, 44, 54).

Les cinq facteurs de risque exposés ici sont étroitement reliés entre eux et sont d’une
importance majeure dans le développement du DT2. Améliorer la fonction du TAB réduit
I’hypertriglycéridémie post-prandiale, la RI, I’hyperinsulinémie et I’hyperapoB, brisant ainsi la
boucle de rétroaction positive entre 1’hyperapoB et les facteurs de risque de DT2 qui y sont
associés. Les modifications du mode de vie, principalement les changements a la di¢te, sont
connus pour prévenir le DT2 et améliorer les facteurs de risque qui y sont associés. C’est
pourquoi seront présentées dans les deux prochains chapitres les interventions nutritionnelles
hypocaloriques et isocaloriques qui ont démontré réduire I’incidence de DT2 et améliorer la RI,

I’hyperinsulinémie, la fonction du TAB et I’hyperapoB.



Figure 2. Liens entre les facteurs de risque de DT2 : dysfonction du TAB,
hypertriglycéridémie post-prandiale, RI, hyperinsulinémie et hyperapoB
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Chapitre 2 : Dietes hypocaloriques

2.1 Dietes hypocaloriques et incidence du diabéte de type 2

Le surpoids et 1’obésité sont des facteurs de risque majeurs de DT2 (46, 61, 62). Dans
plusieurs études épidémiologiques, les di¢tes hypercaloriques menant a une accumulation
excessive de graisse corporelle sont associées a un risque accru de DT2 (46, 62, 63). La
consommation d’une di¢te riche en lipides a déja été associée au risque de DT2 dans certaines
¢tudes mais cette relation était due au gain de poids associé a la consommation ¢levée d’aliments
denses en énergie et était éliminée par un ajustement pour I’'IMC (46). Dans une analyse du suivi
sur 16 ans des participants survivants de la Framingham Study, la perte de poids maintenue était
associée a une incidence de DT2 plus faible, comparativement au maintien du poids et a une

perte de poids non maintenue (64).

Quelques grandes études randomisées controlées ont démontré qu’il était possible de
prévenir le développement du DT2 par des changements aux habitudes de vie, incluant une perte
de poids. L’¢tude DaQing IGT and Diabetes Study, menée en Chine, a randomis¢ 577
participants avec intolérance au glucose en quatre groupes : diéte, exercice, dicte et exercice, et
controle. L’intervention de diete visait une alimentation faible en gras, en sucre et en alcool, et
riche en légumes, avec une perte de poids chez les sujets en surpoids. L’intervention d’exercice
visait une augmentation de I’activité physique quotidienne chez les participants, I’intervention
diete et exercice combinait les changements a la dicte et a I’exercice, et le groupe contrdle
recevait simplement des informations générales sur le DT2, la nutrition et 1’exercice. Les trois
interventions ont été efficaces pour réduire 1’incidence de DT2 chez les participants, de 33%
dans le groupe diéte, 47% dans le groupe exercice et de 38% dans le groupe exercice et diéte. A
noter que I’incidence de DT2 était moindre chez les sujets de poids normal, comparativement a

ceux en surpoids, autant dans le groupe controle que dans les groupes d’intervention (7).

La Diabetes Prevention Program Study aux Etats-Unis est une autre étude trés connue
ayant démontré une réduction du risque de DT2 avec des changements au mode de vie. Une
intervention intensive incluant une dicte faible en calories et en gras, une perte de poids de 7%

et 150 minutes d’activité physique par semaine était comparée a la prise de metformine et a un
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placebo chez 3234 participants avec intolérance au glucose et anomalie de la glycémie a jeun.
Apres un suivi moyen de 2,8 ans, I’incidence de DT2 était réduite de 58% dans le groupe
d’intervention intensive et de 31% dans le groupe metformine comparativement au groupe
placebo. Comparer le groupe intensif au groupe metformine révele une incidence de DT2 39%
plus basse dans le groupe de mode de vie. Certains facteurs de variabilité¢ dans la réponse des
sujets aux interventions ont ét¢ décelés : ainsi, les sujets avec une glycémie 2h apres
hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) plus basse au début de 1’étude bénéficiaient
plus de I’intervention de mode de vie, alors que ceux avec un IMC et une glycémie a jeun plus
¢levés bénéficiaient plus de I’intervention de metformine. La différence de bénéfice entre
I’intervention de mode de vie et celle de metformine était accrue chez les sujets plus agés et
avec IMC plus bas, alors que ’incidence de DT2 était presque identique chez les sujets plus

jeunes ou avec IMC élevé des groupes de mode de vie et de metformine (6).

Une troisiéme étude, la Finnish Diabetes Prevention Study, a comparé un groupe suivant
une intervention de mode de vie intensive a un groupe controle recevant des conseils généraux
sur le mode de vie. Les 522 sujets présentaient ici aussi une intolérance au glucose et étaient en
surpoids. L’intervention visait divers objectifs : perte de 5% du poids, diéte faible en lipides
totaux et saturés, riche en fibres, 30 minutes d’activité physique par jour. Apres un suivi moyen
de 3,2 ans, le groupe intervention avait une réduction de 58% de I’incidence du DT2
comparativement au groupe contrdle, et plus les sujets atteignaient d’objectifs visés par

I’intervention, plus leur risque de DT2 était réduit (8).

A la suite de ces études, un groupe en Inde a voulu vérifier si ces conclusions
s’appliquaient aussi a une population indienne, peu représentée dans les études déja faites et
plus arisque de DT2. Ce risque accru est relié a une RI qui est présente méme chez les individus
relativement jeunes, avec un IMC plus bas. Quatre groupes étaient comparés dans 1’¢tude
randomisée contrélée complétée par 502 participants : traitement standard (groupe controle),
modification du mode de vie, metformine et une combinaison du mode de vie et de metformine.
L’intervention de mode de vie visait un minimum de 30 minutes d’activité physique par jour et
une diete faible en calories, glucides raffinés, lipides et sucres ajoutés et riche en fibres. Les
trois groupes d’intervention ont connu une réduction similaire du risque de DT2 (26-28%) par

rapport au groupe controle apres un suivi médian de 2,5 ans (65). Les programmes de prévention
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du DT2 par dic¢te hypocalorique, perte de poids et activité physique ont donc prouvé leur
efficacit¢ dans plusieurs populations. Les diétes hypocaloriques ont également démontré

pouvoir améliorer les facteurs de risque de DT2 individuellement.
2.2 Diétes hypocaloriques et facteurs de risque de diabete de type 2

2.2.1 Résistance a ’insuline et hyperinsulinémie

La perte de poids a démontré pouvoir augmenter la SI et réduire I’hyperinsulinémie, a
jeun ou en réponse a un test de tolérance au glucose, avec des diétes hypocaloriques de
composition variée (66-72). Une étude chez 17 sujets plus agés (60-75 ans) en surpoids ou
obéeses comparant ’effet d’une dicte hypocalorique de 16 semaines (déficit énergétique de 500
a 1000 calories par jour et moins de 30% des calories provenant des lipides) a celui d’un
programme d’exercice montre une amélioration similaire de la SI mesurée par clamp
hyperinsulinémique euglycémique (HIEG) avec les deux interventions (amélioration d’environ
18% et diminution moyenne de la masse grasse de 5,6 et 3,2 kg dans le groupe de diete et
d’exercice, respectivement) (66). Cependant, seule I’intervention de diéte hypocalorique

entrainait une réduction de I’insulinémie a jeun (66).

Une autre étude, comparant 19 sujets obéses RI perdant 5% de leur poids (puis 9 d’entre
eux perdant subséquemment 10% et 15% de leur poids, par di¢te hypocalorique avec substituts
de repas au besoin, 50-55% des calories provenant des glucides, 30% des lipides et 15-20% des
protéines) a 14 sujets obeses maintenant leur poids montre une amélioration progressive de la
SI (mesurée par clamp HIEG) avec la perte de poids (67). L’insulinémie a jeun diminuait
¢galement progressivement avec la perte de poids, et I'aire sous la courbe de I'insuline
plasmatique apreés une HGPO se trouvait réduite apres la perte de poids, réduction qui était ici
attribuée a une clairance plus rapide de I’insuline (67). La comparaison de deux dictes
hypocalorique d’indice glycémique différent durant 6 mois chez 32 sujets sains en surpoids
révele une augmentation similaire de la SI ainsi qu’une réduction similaire de la sécrétion
d’insuline en réponse a une HGPO et a un TTGIV dans les deux groupes (70). Les bienfaits de
la perte de poids par di¢te hypocalorique sur la SI sont également présents chez des sujets sans

surpoids mais RI, tel que démontré par une ¢tude chez 5 jeunes adultes, ayant au moins un parent
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diabétique de type 2, chez qui une diete hypocalorique (1200 kcal/jour, 43% protéines, 49%
glucides, 7% lipides, substituts de repas liquides supplémentés de fruits et de légumes) d’une
durée moyenne de 9 semaines menant a une perte de poids a amélioré la ST mesurée par clamp

HIEG (71).

La perte de poids par chirurgie bariatrique permet également une amélioration
importante de la SI (mesurée par clamp HIEG), tel que démontré chez 62 femmes suivies 2 ans
apres leur chirurgie de Roux-en-Y (68). Dans cette étude, la variabilité¢ dans I’amélioration de
la ST était en partie explicable par le changement de la taille des adipocytes des sujets : celles
avec une plus grande réduction de la taille des adipocytes connaissaient une plus grande
augmentation de la SI (68). Une réduction importante de 1’insulinémie a jeun était également
observée apres la chirurgie bariatrique dans cette étude (68). Différentes chirurgies bariatriques
ont des effets distincts sur la sécrétion d’insuline et sur 1’insulinémie : certaines, comme la
dérivation gastrique Roux-en-Y, causent une hypersécrétion d’insuline, alors que la diversion
bilio-pancréatique augmente significativement la SI ce qui réduit la demande et la sécrétion
d’insuline (73). A noter qu’une grande partie des études sur les chirurgies bariatriques vise la
rémission du DT2, et donc dans ces circonstances, une augmentation de la sécrétion d’insuline
n'est pas nécessairement néfaste et représente le rétablissement d’une sécrétion normale

d’insuline (73).

Peu d’études ont comparé ’efficacité de diétes de compositions différentes entre elles
dans I’amélioration de la sensibilit¢ a et de la sécrétion d’insuline. La seule ¢tude repérée
comparait deux di¢tes hypocaloriques chez 32 sujets en surpoids, une avec consommation de
poisson gras trois fois par semaine et I’autre sans, et indiquait une amélioration significative de
la SI calculée par HOMA-IR seulement dans le groupe consommant le poisson (74). Certains
facteurs de variabilité dans la réponse de sujets aux intervention hypocaloriques existent.
L’ampleur de la perte de poids, ou de la diminution de masse grasse totale et viscérale, prédit
dans certaines études I’ampleur des améliorations de SI et de sécrétion d’insuline (67, 75, 76).
Etonnamment, dans I’une de ces études, les sujets ayant augmenté leur SI avaient également
significativement réduit leur masse maigre, alors que ce n’était pas de cas des sujets ayant réduit

leur SI (76). Les individus obéses avec des anomalies métaboliques améliorent plus leur SI que
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les individus obeses métaboliquement sains (77), ces derniers détériorant méme leur SI dans une

¢tude chez des femmes postménopausées (78).

Bref, la perte de poids par di¢te hypocalorique, exercice ou chirurgie bariatrique mene a
une augmentation de la SI et & une diminution de I’hyperinsulinémie. Cet effet pourrait étre
exacerbé chez les sujets métaboliquement anormaux, et avec une plus grande perte de poids et

de masse grasse.

2.2.2 Dysfonction du tissu adipeux blanc

Quelques études ont montré une amélioration de la fonction, ou de certaines
caractéristiques du TAB associées a une moins bonne fonction, avec une perte de poids. Une
¢tude mentionnée plus haut, chez 62 femmes obéses suivies 2 ans apres leur chirurgie bariatrique
révele une réduction de la taille des adipocytes, ainsi qu’une forte association entre
I’amélioration de ce parameétre et I’amélioration de la SI (68). Une grande variabilité dans la
réduction de la taille moyenne des adipocytes était observée : la réduction allait de moins de 100
pL a plus de 1000 pL, alors que la taille moyenne des adipocytes était de 972+177 pL avant la
chirurgie et 450+£179 pL aprés (68). La chirurgie bariatrique ameéne non seulement une
importante diminution de la masse grasse totale et de la taille des adipocytes, mais aussi une
diminution du ratio entre la graisse viscérale et sous-cutanée, ce qui est associ¢ a des

améliorations métaboliques (41).

Les dietes hypocaloriques réduisent également la quantité¢ de graisse viscérale, et les
dietes faibles en glucides pourraient mener a une plus grande réduction ce dépot adipeux, tel
qu’étudié chez 22 sujets DT2 obéses suivant une diete faible en glucides ou faible en gras (79).
Une perte de poids par diete hypocalorique (chez 78 sujets obeses, déficit énergétique de 500
calories par jour et administration de sibutramine) a mené a une diminution des taux de facteur
de nécrose tumorale (TNF-a), d’interleukine-6 (IL-6), résistine et leptine, ainsi que des taux
augmentés d’adiponectine et d’interleukine-10 (IL-10). Ces résultats peuvent étre associés a une
meilleure fonction du TAB, qui sécréte moins d’adipokines inflammatoires et plus d’adipokines

anti-inflammatoires (80).

Les dictes tres faibles en calories ou le jeline provoquent initialement une augmentation

de la lipolyse, ce qui accroit le taux d’AGL en circulation, situation qui se rétablit durant la perte
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de poids (81). Pour ce qui est de la lipogenése, elle est réduite apres une courte dicte tres faible
en calories mais augmentée apres une perte de poids étalée sur une durée plus longue, et les
adipocytes captent plus d’acides gras apres la perte de poids (81, 82). L’évaluation de la fonction
du TAB ex vivo chez 25 femmes obéses avant et aprés une perte de poids par chirurgie
bariatrique (n=18) ou par di¢te hypocalorique (n=7), et chez 25 sujets controles appariés pour
le poids et I’age aux femmes apres la perte de poids, révéle une normalisation (augmentation)
de la lipogenese apres la perte de poids ainsi qu’une diminution de la lipolyse en réponse a
divers stimuli, celle-ci atteignant des niveaux plus bas que chez les sujets contrdles (83). Il est
intéressant de noter que dans cette étude, la taille des adipocytes des femmes apres la perte de
poids était inférieure a la taille des adipocytes des femmes controles n’ayant jamais subi

d’importante perte de poids, et que le taux de lipolyse était corrélé a la taille des adipocytes.

Les évidences suggerent que la perte de poids, par di¢te hypocalorique ou chirurgie
bariatrique, permet d’améliorer les défauts au niveau de 1’adipogenése, de la répartition
corporelle de la masse grasse (viscérale versus sous-cutanée), du métabolisme des lipides
(lipogenese et lipolyse), de I’inflammation et de I’infiltration de macrophages (81, 84). Certaines
¢tudes suggerent que les sujets avec obésité hypertrophique réduisent davantage la taille de leurs
adipocytes suite a une di¢te hypocalorique que les sujets avec obésité hyperplasique, faisant de
ces premiers de meilleurs candidats pour I’amélioration de la fonction du TAB par la perte de

poids (81).

2.2.3 Hyperapobetalipoprotéinémie

L’hyperapoB peut également étre améliorée par la perte de poids reliée a une diete
hypocalorique, avec ou sans exercice, ou a une chirurgie bariatrique (85, 86). Diverses
répartitions de macronutriments ont démontré réduire 1’apoB plasmatique : dictes riches en
glucides et faibles en gras (87, 88), ou faibles en glucides et plus riches en gras (85). Une étude
comparant 20 hommes apreés une diéte hypocalorique de 14 semaines et 2 semaines de
stabilisation du poids (1467 calories par jour, 55% glucides, 25% lipides, 20% protéines) a 15
hommes sous diete isocalorique (40% glucides, 35% lipides, 20% protéines, 5% alcool) montre
une diminution de 1’apoB-100 suivant la di¢te hypocalorique (87). Le taux de production de

VLDL se trouvait réduit, alors que la conversion de VLDL a LDL ainsi que le taux de
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dégradation des LDL était augmenté, ce qui explique la réduction totale d’apoB ainsi que

d’apoB se trouvant sur les VLDL et sur les LDL (87).

Une autre étude, chez 19 hommes avec syndrome métabolique, montre une plus
importante diminution du taux d’apoB-100 plasmatique apres une dicte méditerranéenne avec
perte de poids qu’apres une diete méditerranéenne isocalorique, méme si cette derniére menait
déja a des améliorations du métabolisme de I’apoB comparativement a une dicte controle nord-
américaine (88). Le taux de LDL-cholestérol n’était pas réduit davantage par 1’addition de la
perte de poids a la die¢te méditerranéenne, mais la taille des particules de LDL était augmentée,
ce qui explique la diminution supplémentaire du taux d’apoB (88). Toujours dans la méme
¢tude, la diete méditerranéenne sans perte de poids a augmenté la dégradation des VLDL et des
LDL, alors que 1’addition de la perte de poids a augmenté davantage la dégradation des VLDL

ainsi que leur conversion en IDL puis en LDL (88).

Une étude chez 84 sujets avec syndrome métabolique comparant une di¢te recommandée
par I’American Heart Association (55% glucides, 30% lipides, 15% protéines, 3 a 5 repas par
jour) a une dicte méditerranéenne avec plus haute fréquence de repas (40% glucides, 30%
lipides, 30% protéines, 7 repas par jour), toutes les deux fournissant 70% des besoins
énergétiques quotidiens des participants et durant 8 semaines, montre une diminution similaire

de I’apoB plasmatique dans les deux cas (89).

La chirurgie bariatrique a démontré diminuer le taux d’apoB-100 et d’apoB-48
plasmatique. Cet effet serait reli€é a une diminution de la production de chylomicrons et de
VLDL ainsi qu’a une augmentation de la dégradation des lipoprotéines porteuses d’apoB-100

(86).

Les dietes hypocaloriques ont donc démontré leur efficacité a réduire le taux d’apoB
plasmatique, mais il manque de données pour déterminer si certaines compositions de dictes
sont plus efficaces que d’autres a cet effet. Les études de cinétique des lipoprotéines montrent
que la perte de poids a des effets au niveau de la production, de la conversion et de la dégradation

des lipoprotéines porteuses d’apoB.
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Chapitre 3 : Dietes isocaloriques

3.1 Diétes isocaloriques et incidence diabéte de type 2

La composition de la di¢te peut avoir une influence sur I’incidence du DT2 méme en
absence de perte ou de gain de poids (diéte isocalorique). L’apport en glucides et en lipides en
tant que tel n’est généralement pas associé positivement ni négativement au risque de DT2,
considérant la grande variabilité présente dans ces deux groupes de nutriments. Les glucides
raffinés, a indice glycémique ¢élevé ainsi que les sucres ajoutés et les boissons sucrées (dictes
avec charge glycémique élevée) sont associés a un risque accru de développement du DT2, alors
que les glucides non raffinés, riches en fibres et a indice glycémique bas sont associés a un
risque réduit (46, 62). Pour ce qui est des lipides, ceux de sources végétales, en grande partie
insaturés (monoinsaturés et polyinsaturés) sont associés a un risque réduit de DT2 alors que les
lipides d’origine animale, largement saturés, et les lipides trans, a un risque accru (46, 62). Dans
le cas des acides gras oméga-3, les associations sont variables entre les études (46, 62). L’apport
total en protéines est associé a une augmentation du risque de DT2, et cette association est
¢galement retrouvée lorsque 1’on considere seulement les protéines animales mais pas lorsque
I’on considére seulement les protéines végétales (celles-ci sont associées a un risque légerement
réduit chez les femmes) (90). L’alcool, lorsque consommé modérément (1 a 2 consommations
par jour ou ~20g d’alcool) est associé a un risque réduit comparativement a une consommation

nulle mais aussi a une consommation excessive (46, 62, 91).

Certains micronutriments sont associés a des risques accrus ou réduits de DT2. La
consommation de magnésium — que 1’on retrouve dans certains légumes, produits céréaliers,
légumineuses, noix, graines et poissons (92) — est associée a un risque réduit de DT2 (62). La
vitamine D plasmatique est aussi associée a un risque réduit. Cependant, la vitamine D peut étre
synthétisée par le corps lors de 1’exposition au soleil et la diminution du risque pourrait
s’expliquer par un mode de vie plus actif (62). Un dernier micronutriment associé¢ au DT2 est le
fer hémique (retrouvé dans la viande), associé a un risque accru (62). Un taux de ferritine élevée,

représentant les réserves en fer, est associé¢ au méme risque (62).
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Puisque nous consommons des aliments, faisant partie de mod¢les alimentaires, et non
des nutriments, il est important de s’attarder aux liens entre tous ces ¢léments et le risque de
DT2. Les aliments associés a un risque réduit de DT2 sont généralement des produits végétaux
peu transformés : grains entiers, fruits, [égumes, légumineuses, noix et graines, café et thé (46,
62, 91, 93-99). La consommation de certains produits d’origine animale, comme le poisson et
les produits laitiers (particulierement le yogourt), est également associée a un risque diminué
dans certaines études (100), mais pas toutes (46, 62, 101, 102). Cependant, certaines études
associent la consommation de poisson a un risque augmenté (103-105). De ’autre coté, les
aliments associés a un risque accru de DT2 sont souvent d’origine animale et/ou trés
transformés : viandes rouges et transformées, boissons sucrées et grains raffinés (46, 62, 97, 98,
106-109). Les ceufs ont été associés a un risque accru de DT2 dans des études américaines, mais

pas dans les autres études (110-112).

Divers mode¢les alimentaires ont été associ€s a un risque réduit de DT2. C’est le cas de
la diéte méditerranéenne, riche en fruits, légumes, grains entiers, [égumineuses, poisson et huile
d’olive, modérée en vin rouge et faible en viande rouge et en sucre ajouté (62, 93). La dicte
DASH, originalement congue pour réduire I’hypertension, a aussi été associée a un risque réduit
de DT2 (93, 113). Elle vise une alimentation faible en gras et en sodium, riche en grains entiers,
fruits, légumes, produits laitiers faibles en gras, viandes et volailles faibles en gras,
légumineuses, noix et graines (93). Le Healthy Eating Index (HEI) a été concu comme outil
d’évaluation de la compliance aux recommandations américaines. Ces recommandations
incluent une consommation élevée de fruits, légumes (particulierement verts), produits laitiers,
aliments riches en protéines, poisson et fruits de mer, légumineuses et acides gras insaturés, et
une consommation modérée de grains raffinés, acides gras saturés, sodium et calories vides
(114). Une alternative a cet indice, le Alternative Healthy Eating Index (aHEI) a été élaboré en
considérant les aliments et nutriments connus pour prévenir les maladies chroniques : beaucoup
de fruits, légumes, grains entiers, noix, légumineuses, acides gras oméga-3 et polyinsaturés,
modérément ’alcool et peu de boissons sucrées, viandes rouges et transformées, acides gras
trans et sodium (115). Ces deux indices ont été associés a des risques réduits de DT2 (62, 93,
115). Les dietes végétariennes, excluant la viande ou tous les produits d’origine animale, sont

¢galement associées a un risque réduit de DT2 (62, 116, 117), et cette réduction serait
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proportionnelle au degré d’exclusion des produits animaux (risque plus faible chez végétaliens,
puis ovo lacto végétariens, puis non végétariens) méme apres correction pour plusieurs facteurs
confondants possibles (age, IMC, facteurs sociodémographiques) (116). Quelques études se sont
penchées sur les modéles alimentaires malsains, ou occidentaux (produits céréaliers raffinés,
fritures, viandes rouges et transformées, produits laitiers riches en gras et ceufs) et y ont associé

un risque de DT2 augmenté (93, 118).

Les mode¢les alimentaires et les aliments associ€és a un risque réduit de DT2 se
recoupent et produisent une réduction similaire du risque de DT2 : les produits végétaux peu
transformés sont associés a des risques réduits, les produits transformés et la viande rouge, a un
risque accru (119). Dans tous les cas, la réduction du risque est plus importante lorsque les sujets
¢tudiés sont a risque élevé de DT2, par exemple avec un historique de diabéte gestationnel ou

de maladies cardiovasculaires, que lorsque les sujets sont sains (119).
3.2 Diétes isocaloriques et facteurs de risque de diabete de type 2

3.2.1 Résistance a ’insuline et hyperinsulinémie

Quelques ¢études observationnelles ont associé des composantes de la dicte a la SI ou la
sécrétion d’insuline. La plupart de ces études utilisent des formules pour estimer la SI a partir
de valeurs de glucose et d’insuline a jeun — par exemple, I’indice HOMA-IR — mais d’autres se
basent sur des valeurs de test de tolérance au glucose oral et/ou intraveineux. Dans la Insulin
Resistance Atherosclerosis Study (IRAS, 1992-1994), une association positive entre la
consommation de grains entiers (évaluée par questionnaires de fréquences alimentaires) et la
SI (par TTGIV modifié avec insuline, analysé par modéle minimal) a été révélée dans un sous-
¢chantillon de 978 sujets qui excluait les sujets diabétiques (25). Dans le méme échantillon, des
modeles alimentaires sains (fruits, Iégumes, grains entiers, vin) étaient associés a une meilleure
SI que des modeles moins sains (pain blanc, friture, produits laitiers riches en gras, viande,
sucreries) (24). D’autres études ont obtenu des résultats similaires, avec des modeles
alimentaires sains riches en produits végétaux frais et peu transformés associés a une meilleure
SI et des modeles malsains riches en produits d’origine animale, produits transformés, en gras

et en sucre associés a la RI (26-28). Une autre étude, chez des sujets américains d’origine
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mexicaine incluant des femmes avec historique de diabéte gestationnel et les membres de leurs
familles, a associ¢ une dicte riche en gras (35% de I’apport calorique) a une RI (par TTGIV
analysé par modele minimal) comparativement aux di¢tes modérée et faible en gras (28% et

20% de I’apport calorique respectivement) (120).

Les études interventionnelles sont plus nombreuses a avoir étudié les liens entre la
sensibilité et la sécrétion d’insuline, et les composantes alimentaires. En effet, plusieurs études
ont démontré qu’il était possible de moduler la sensibilité et la sécrétion d’insuline méme par
des interventions de courte durée et par des changements relativement modestes du mode de
vie. Diverses études testant des dictes riches en fibres, par supplémentation ou en ciblant certains
aliments, ont montré pouvoir augmenter la SI méme lors de dietes isocaloriques, et donc
n’entrainant aucune perte de poids. L’ajout de fibres a la dicte abaisse la glycémie et
I’insulinémie postprandiales, comme démontré chez des sujets diabétiques (121) et chez des
femmes saines (122), mais améliore également la SI mesurée chez des sujets sains, RI ou
hyperinsulinémiques par clamp HIEG (123-127) et durant un test de tolérance a un repas (125,
126, 128). L’insulinémie a jeun est également plus basse dans certaines de ces études apres les
diétes riches en fibres (126, 127), et I’aire sous la courbe de 1’insuline apres un test de tolérance
a un repas se trouve abaissée apres une supplémentation d’amidon résistant dans deux études,
effet di a une clairance accrue de I’insuline (125, 128). Ces études avaient une durée

d’intervention variant entre 24 heures (128) et 18 semaines (123).

Une étude randomisée en chassé-croisé chez 7 femmes avec un historique de diabete
gestationnel et une intolérance au glucose comparant des pains riches en fibres et a indice
glycémique bas a des pains pauvres en fibres et la IG élevé (combiné a la dicte habituelle des
participantes) a montré une sécrétion d’insuline moindre lors d’un TTGIV aprés la période

durant laquelle le pain riche en fibres était consommé (129).

Si les fibres sont associées a une augmentation de la SI dans de nombreuses études, les
protéines sont parfois associées a une plus grande RI. C’est le cas dans une étude randomisée
controlée en parallele, avec 111 participants répartis en 4 groupes d’interventions isocaloriques :
controle, diete riche en fibres, diete riche en protéines et dicte a la fois riche en fibres et en
protéines. Les participants recevaient des suppléments adaptés a leur dicte ainsi que des conseils

sur les aliments a privilégier. Aprés 6 semaines d’intervention, les participants du groupe
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protéines avaient une SI réduite lors d’un clamp HIEG (alors que les participants des deux
groupes avec suppléments en fibres avaient une augmentation de leur SI). Cet effet n’était
cependant pas maintenu apres 18 semaines d’intervention, possiblement a cause d’une réduction

de la compliance a la diéte (123).

Une revue systématique et méta-analyse portant sur la substitution des macronutriments
(glucides pour gras saturés, monoinsaturés ou polyinsaturés, gras saturés pour gras insatures,
gras monoinsaturés pour polyinsaturés) montre que la composition de la di¢te peut moduler la
SI, méme dans des dictes isocaloriques (130). Remplacer 5% des calories sous forme de glucides
par des lipides saturés ou polyinsaturés réduit I’insulinémie a jeun, alors que les remplacer par
des lipides monoinsaturés réduit I’insulinémie 2h apreés une HGPO. Substituer des glucides ou
des lipides saturés par des lipides insaturés (mono ou poly) réduit la RI calculée par HOMA-IR
et ’hémoglobine glyquée (130). Les acides gras oméga-3 (en supplémentation ou dans une
intervention nutritionnelle, de source marine ou végétale) ne semblent pas avoir d’effet marqué
sur la SI, mais ’amélioreraient légerement chez les femmes selon une méta-analyse (131). Cet
effet pourrait €tre relié a certaines caractéristiques des études faites chez les femmes (plus longue
durée d’intervention, plus grand échantillon, région géographique différente, ...)
comparativement a celles faites chez les hommes, mais aussi possiblement a des différences
reliées au sexe dans la réponse a une intervention d’acides gras oméga-3. Cependant, peu
d’études ont mesuré leur effet en séparant les sujets selon le sexe et il est donc difficile de statuer

sur cet effet spécifique au sexe (131).

L’alcool est un autre facteur pouvant modifier la SI: une étude randomisée en chassé-
croisé chez 36 femmes ménopausées comparant 250 ml de vin blanc par jour pendant 6 semaines
a une quantité égale de jus de raisin blanc révele une insulinémie a jeun et un HOMA-IR plus

bas apres la période de vin (132).

Dans I’ensemble, les aliments et nutriments associés a une dicte saine, tels que les fruits,
légumes, grains entiers, vin, fibres alimentaires et lipides insaturés, sont associés a une meilleure
ST et sécrétion d’insuline, alors que des aliments et nutriments associés a des diétes moins saines,

grains raffinés, friture, sucre ajouté et gras saturés, a une RI.
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3.2.2 Dysfonction du tissu adipeux blanc

L’effet de dietes isocaloriques sur la fonction du TAB a été trés peu étudié chez
I’humain; plusieurs avenues sont prometteuses chez des modeles cellulaires ou animaux, mais
peu ont été appliquées avec succes chez des sujets humains. Quelques nutriments, comme le
fructose (133, 134), les lipides saturés et trans (43), et 1’alcool (134), sont associés a une
accumulation préférentielle de tissu adipeux au niveau viscéral, ce qui peut donner un indice de
dysfonction du tissu adipeux. Les fibres alimentaires sont quant a elles associées inversement a

la quantité de TAB viscéral (134).

Certains nutriments et aliments ont aussi démontré modifier I’expression de certains
genes dans le TAB, s’associant ainsi a une meilleure ou a une moins bonne fonction du TAB.
Une diete riche en gras saturés, comparativement a une dicte riche en gras monoinsaturés, a
démontré¢ augmenter, dans le tissu adipeux, I’expression de geénes associés a I’inflammation
(135), alors qu’une supplémentation d’amidon résistant, comparativement a un placebo, a
augmenté 1’expression de geénes associés au métabolisme des lipides (126). Une consommation
de 250 ml de vin blanc par jour pendant 6 semaines chez 36 femmes ménopausées a augmenté
la concentration plasmatique d’adiponectine totale et de haut poids moléculaire ainsi que

I’expression génique d’ADIPOQ), le géne codant pour 1’adiponectine, dans le TAB (132).

Bref, peu d’évidences existent quant a la modulation de la fonction du TAB par la
composition de la di¢te en I’absence de perte de poids. Les fibres alimentaires et le vin semblent
promouvoir une meilleure fonction du TAB, alors que le fructose et les lipides saturés et trans,
une moins bonne fonction, mais d’autres études sont nécessaires sur ce sujet puisqu’aucune n’a

¢tudi¢ directement la fonction du TAB avant et apres une intervention isocalorique.

3.2.3 Hyperapobetalipoprotéinémie

Diverses interventions nutritionnelles isocaloriques ont démontré pouvoir moduler le
taux d’apoB plasmatique. Au niveau des macronutriments, les dietes riches en glucides sont
associées a un taux d’apoB plus €levé et remplacer une partie de ces glucides par des acides gras
monoinsaturés réduit I’apoB plasmatique (85). Remplacer une partie des lipides saturés par des

lipides mono et polyinsaturés a le méme effet (85, 136). Les acides gras oméga-3 d’origine
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marine (EPA et DHA), consommés sous forme de poisson gras ou de suppléments, réduisent
aussi le taux d’apoB, alors qu’une consommation importante d’acides gras trans 1’augmente
(85). Certaines études rapportent une diminution de 1’apoB avec une consommation de protéines
de soya (environ 25 grammes par jour) (137) mais ce bénéfice n’est pas rapporté dans toutes les
études (85). Des études transversales associent une consommation modérée d’alcool (surtout de
vin rouge) a un taux d’apoB plasmatique plus bas qu’aucune consommation ou qu’une
consommation excessive d’alcool, mais les études randomisées controlées n’ont pas démontré

de résultats aussi clairs (85).

Un apport élevé en fibres alimentaires a ¢galement été associé a un taux d’apoB plus bas
dans une population francaise (138), et des fibres solubles comme le psyllium,
I’hydroxypropylméthylcellulose et les B-glucanes ont démontré pouvoir réduire 1’apoB
plasmatique (85, 139-141), tout comme les noix (142). L’impact des micronutriments sur le taux

d’apoB a été peu étudié, et donc aucune recommandation ne peut étre émise a ce sujet.

Finalement, certains mod¢les alimentaires, principalement la di¢te méditerranéenne, a
démontré pouvoir réduire 1’apoB (85, 88). D’autres modéles alimentaires, comme les diétes
végétarienne, nordique, paléolithique et DASH sont prometteurs, mais il manque d’évidences
pour statuer leur effet sur I’apoB (85, 143). Le taux d’apoB peut donc étre modulé par la dicte
en I’absence de perte de poids, principalement par les lipides insaturés — incluant les acides gras

oméga-3 — et les fibres solubles, ainsi que par les aliments contenant ces nutriments.
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Chapitre 4 : Problématique, objectifs et hypothéses

4.1 Problématique + La dysfonction du TAB, I’hypertriglycéridémie postprandiale, la

RI, I’hyperinsulinémie, et I’hyperapoB sont des facteurs de risque importants du DT2 chez
I’humain, et améliorer ces anomalies pourrait permettre de prévenir le développement du DT2.
Des interventions de dietes hypocaloriques ont démontré pouvoir prévenir le DT2, augmenter
la SI, réduire I’hyperinsulinémie, améliorer la fonction du TAB et réduire 1’apoB plasmatique.
Cependant, une grande variabilité¢ existe entre les sujets dans leur réponse a ce genre
d’interventions pour des raisons méconnues. De plus, la composition spécifique des dictes
hypocaloriques promouvant les plus grandes améliorations des facteurs de risque de DT2 a été
peu étudiée. D’un autre coté, plusieurs nutriments, aliments et mod¢les alimentaires sont
associés a des risques réduits de DT2 et ont démontré améliorer la SI, I’hyperinsulinémie, la

fonction du TAB et I’hyperapoB dans des dictes isocaloriques.

4.2 Objectifs + L’objectif principal de ce mémoire est de déterminer les prédicteurs de

I’amélioration des facteurs de risque de DT2 introduits — RI, hyperinsulinémie, dysfonction du
TAB, hypertriglycéridémie post-prandiale et hyperapoB — durant une intervention de dicte
hypocalorique chez des sujets en surpoids ou obeses. Ces prédicteurs pourront correspondre a
des parametres mesurés au début de I’étude, ou encore au changement de certains parametres

apres I’intervention hypocalorique.

4.3 Hypothéses + Une hypothese principale est que le taux plasmatique d’apoB avant

I’intervention sera un prédicteur important de 1’amélioration des facteurs de risque de DT2.
Nous prévoyons que les sujets avec un taux d’apoB ¢élevé connaitront de meilleures
améliorations de SI, sécrétion d’insuline, fonction du TAB, hypertriglycéridémie post-

prandiale, en plus de diminuer leur taux d’apoB.

Une autre hypothése est que certains facteurs nutritionnels moduleront 1’amélioration
des facteurs de risque de DT2. Les nutriments qui ressortent le plus de la littérature sont les
fibres alimentaires et I’alcool en quantité modérée pour la diminution des facteurs de risque de
DT2, et les lipides saturés, les lipides trans, le sucre ajouté et 1’exces d’alcool pour

I’augmentation des facteurs de risque de DT2.
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Chapitre 5 : Méthodologie

5.1 Participants et déroulement de I’étude

Une étude prospective utilisant une intervention de di¢te hypocalorique de 6 mois s’est
déroulée a I’Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM) entre 2010 et 2014. Les
résultats principaux observés étaient les facteurs de risque de DT2, incluant la RI, la sécrétion
d’insuline et I’inflammation systémique dans 1’ensemble de la population a I’étude (étude
principale), et additionnellement, le métabolisme post-prandial des lipides in vivo ainsi que la
fonction et I’inflammation du TAB gynoide ex vivo dans une sous-population (sous-étude). Les
données sur les marqueurs inflammatoires ne seront pas présentées dans ce mémoire. La
population étudiée et le déroulement de 1’é¢tude ont déja été publiés dans des publications
antérieures de notre laboratoire (20, 30, 44, 82, 144-146). Les participants a 1’étude ont été
recrutés par le biais de publicités dans des journaux distribués dans la région de Montréal et tous
les sujets ont donné leur consentement éclairé avant de participer a 1’étude. Les participants
¢taient des hommes et femmes en surpoids ou obéses mais globalement en bonne santé (voir

tableau 1) (20, 30, 44, 144, 145).

Tableau I. Criteres d’inclusion et d’exclusion des participants a I’étude

Criteres d’inclusion Critéres d’exclusion
Hommes et femmes ménopausées Claustrophobie
Age entre 45 et 74 ans Diabéte de type 1 ou 2
Surpoids ou obésité (IMC>27kg/m?) Maladie thyroidienne non traitée

Poids stable dans les 3 derniers mois (+2 kg) | Maladie  cardiovasculaire ou maladie
vasculaire avec un événement aigu moins de
6 mois auparavant

Sédentaire  (<2h  d’activit¢  physique | Cancer au cours des 3 derniéres années
structurée par semaine

Non-fumeur Maladie inflammatoire chronique telle que
lupus ou arthrite rhumatoide
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<2 consommations d’alcool par jour Anomalies de la coagulation sanguine

Intolérance au lactose (pour sous-étude)

Cholécystectomie (pour sous-étude)

Traitement hormonal (sauf hormones
thyroidiennes a dose stable), traitement aux

estrogenes
Corticostéroides, neuroleptiques,
antihypertenseurs, hypolipidémiants,

anticoagulothérapie, médication stimulant la
perte de poids, psychoactive ou agonistes
adrénergiques

Abus d’alcool ou de drogues

Dépasser la dose maximale de radiation
admissible annuellement ou prévoir la
dépasser (scans ou tomographie)

Toutes autres conditions médicales ou
psychologiques selon le jugement de
I’investigateur

La participation a 1’étude était d’une durée de 33 semaines et composée de 5 périodes
différentes. Les personnes intéressées par 1’étude répondaient d’abord a un questionnaire
téléphonique pour vérifier s’ils correspondaient aux criteéres listés ci-haut, et, s’ils pouvaient
participer, recevaient des explications sur le déroulement de 1’étude. Un premier rendez-vous
¢tait pris, au cours duquel les participants lisaient et signaient le formulaire de consentement
pour I’étude principale (apres avoir recu des clarifications et des réponses a toutes leurs
questions). Les sujets inclus étaient invités a participer a la sous-étude, et ceux désirant participer
signaient un deuxiéme formulaire de consentement. Les participants étaient pesé€s et mesurés
durant cette premicre visite, leur pression artérielle était mesurée et un échantillon sanguin était
prélevé pour vérifier si leurs parametres biochimiques correspondaient aux criteres d’inclusion
et d’exclusion. Les participants passaient ensuite par une période de stabilisation du poids d’une
durée de 4 semaines, durant laquelle on s’assurait que leur poids ne varie pas de plus de 2 kg.

Durant la méme période, une visite médicale était prévue pour s’assurer de 1’état de santé et de
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I’¢ligibilité des participants, et ils rencontraient la nutritionniste a deux reprises pour
I’explication puis la révision du journal alimentaire. Apres cette période, les participants
venaient a I’ Institut pour une journée de test (ou deux journées dans le cas des participants a la
sous-étude, avec de 1 a 3 semaines d’intervalle entre les deux jours de tests). La premicre journée
de tests servait a mesurer la sécrétion d’insuline induite par le glucose (SIIG) et la SI par clamp
Botnia, alors que la deuxiéme journée de tests (sous-étude) visait a évaluer la fonction du TAB
et le métabolisme postprandial des lipides aprés un repas riche en lipides marqué au '*C-
trioléine. Apres ces journées de tests, I’intervention nutritionnelle commengait, pour une durée
de six mois. Les journées de tests étaient répétées apres les 6 mois d’intervention et une autre

période de 4 semaines de stabilisation du poids.

Cent-dix personnes ont signé le formulaire de consentement, et 82 d’entre elles
correspondaient aux critéres d’inclusion et d’exclusion apres les analyses sanguines et la visite
médicale. Trente-deux de ces personnes ont accepté de participer a la sous-étude. Des 82
personnes ayant commencé I’étude, 23 n’ont pas terminé (7 par manque de temps, 8 pour raisons
personnelles et 8 suite & des problemes de santé non reliés a 1’étude et nécessitant des
traitements), donc 59 personnes, 26 hommes et 33 femmes, ont complété¢ 1’intervention
hypocalorique et 25 personnes, 12 hommes et 13 femmes, ont complété la sous-étude (147). Les
données de journaux alimentaires étaient incomplétes ou manquantes pour 4 participants donc

les apports nutritionnels ont été analysés pour 55 participants.

5.2 Intervention nutritionnelle

L’intervention nutritionnelle était une diete hypocalorique échelonnée sur 6 mois, durant
laquelle les participants rencontraient la nutritionniste mensuellement et recevaient un appel
téléphonique hebdomadaire (147). La perte de poids visée était de 10% du poids initial, a raison
de 1 a 3 kilogrammes perdus par mois. L apport calorique recommandé aux participants était
calculé en mesurant la dépense énergétique au repos par calorimétrie indirecte (Vmax Encore,
Carefusion, San Diego, CA, Etats-Unis), en multipliant le résultat par un facteur d’activité de
1,4, correspondant a un mode de vie sédentaire, puis en soustrayant 500 calories. Un plan
alimentaire était donné a chaque participant correspondant a ses besoins et basé sur le Guide

alimentaire canadien. Un nombre de portions de chaque groupe alimentaire était recommandé
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pour, au total, correspondre a I’apport calorique suggéré ainsi qu’a la distribution des
macronutriments suggérée (45-60% glucides, 20-35% lipides, 15-20% protéines) (148). Lors de
chaque séance mensuelle, un sujet différent reli¢é a 1’alimentation était abord¢. Les groupes
alimentaires et la taille des portions étaient abordés a la premicre visite, les calories et la balance
énergétique a la deuxieme, les lipides (aliments riches en gras, lipides a favoriser et a limiter) a
la troisiéme. Lors de la quatriéme visite, les fibres alimentaires et leur effet sur la satiété étaient
discutés, alors que les protéines étaient abordées a la cinquieme visite, également pour leur effet
sur la satiété. La densité calorique était le sujet de la sixiéme visite, et la derniére visite visait le
contrble de I’appétit par diverses stratégies. Un document €tait remis aux participants et ceux-
ci devaient se donner un objectif relié¢ au sujet de la séance, ainsi qu’un objectif de perte de poids
pour le mois. Les appels téléphoniques hebdomadaires servaient de rappel et a suivre la
progression des participants. Des conseils personnalisés étaient donnés a chaque participant
pour I’aider a atteindre ses objectifs : idées de recettes, suggestions de menus, conseils pour

éviter les mauvaises habitudes et le grignotage.

5.3 Journaux alimentaires

Afin d’évaluer les apports alimentaires des participants et de comparer leur alimentation
avant 1’étude a leur alimentation durant 1’intervention nutritionnelle, nous avons utilisé des
journaux alimentaires de trois jours, incluant deux jours de semaine et une journée de fin de
semaine (147). Les journées choisies pour remplir les journaux alimentaires devaient étre
représentatives de 1’alimentation habituelle du participant. Les participants devaient noter tous
les aliments et boissons consommeés durant ces périodes, ainsi que les quantités et le mode de
préparation. Des informations détaillées devaient €tre données : marque ou nom du produit,
saveur, variété, grosseur, volume ou poids, etc. Les participants étaient encouragés a inclure les
recettes, étiquettes et emballages des aliments consommés (avec tableau de valeur nutritive).
Les instructions étaient données par une nutritionniste et des aide-mémoires ainsi que des
exemples €taient présents sur le document remis. Une fois remplis, les journaux étaient révisés
par la nutritionniste en compagnie du participant pour s’assurer qu’aucune information n’était
manquante. Les journaux complétés étaient analysés par la nutritionniste a 1’aide du logiciel The

Food Processor (Esha Research, Salem, OR, Etats-Unis, Base de données canadienne). Ce
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logiciel permet d’entrer des aliments faisant partie d’une base de données et d’ajouter d’autres
aliments, et calcule les quantités de nutriments consommés par les participants. Pour les
analyses, nous avons utilis¢é la moyenne pour chaque nutriment des trois jours du journal
alimentaire. Seules les données pour les macro et micronutriments présents dans les tableaux de
valeurs nutritives des emballages d’aliments (calories, lipides, lipides saturés et trans,
cholestérol, sodium, glucides, fibres, sucre, protéines, vitamine A, vitamine C, calcium et fer)

¢taient disponibles pour tous les aliments.

5.4 Mesures anthropométriques et biochimiques

Le poids des participants était mesuré a I’aide d’une balance électronique au dixiéme de
kg pres. La taille était mesurée avec un stadiometre fixé au mur au mm pres. Les circonférences
de taille et de hanches étaient mesurées au mm pres a 1’aide d’un ruban a mesurer souple et selon
un protocole défini : la circonférence de taille était mesurée au-dessus de la créte iliaque, alors
que la circonférence des hanches était mesurée a la partie la plus large des fesses. Chaque
circonférence était mesurée trois fois, et la moyenne des trois mesures était utilisée dans les
analyses. La composition corporelle était mesurée par scan DEXA (dual energy X-ray
absorptiometry iIDXA, GE Healthcare, Little Chalfont, Royaume-Uni). Les lipides sanguins
¢taient mesurés par analyseur automatisé (Cobas Integra 400, Roche Diagnostic, Basel, Suisse),
I’apoB-48, représentant les chylomicrons, par dosage immuno-enzymatique ELISA (Biovendor
LLC, Asheville, NC, Etats-Unis), I’insuline et le C-peptide par dosage radio-immunologique
(Millipore Corporation, Billerica, MA, Etats-Unis), et la glycémie par analyseur automatisé

(YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, Etats-Unis) (20, 30, 144-146).

5.5 Sensibilité a et sécrétion d’insuline

Pour mesurer la sécrétion d’insuline et la SI des participants, le test du clamp Botnia a
été utilisé (20, 30, 144). 1l s’agit d’un test en deux étapes, combinant un TTGIV et un clamp
HIEG. Pour effectuer ce test, le sujet devait étre a jeun depuis 12 heures et avoir suivi une diete
riche en glucides (225g/jour pour les femmes et 300g/jour pour les hommes au minimum) dans
les trois jours précédant le test pour assurer des réserves de glycogéne adéquates et que le

glucose infusé durant le test soit utilisé pour 1’oxydation plutdt que mis en réserve sous forme

30



de glycogeéne. Les sujets devaient également éviter 1’alcool et I’exercice intense (marche
permise) dans les trois jours précédant le test. Un cathéter flexible en téflon était inséré dans une
veine de chaque bras, I'un pour ’injection de glucose et d’insuline, 1’autre pour la collecte
d’échantillons sanguins. Un échantillon sanguin était prélevé avant le début du test, centrifugé

et la glycémie était mesurée dans le sérum par analyseur automatisé.

Tel que présenté dans la figure 3, le test débutait par I’injection d’un bolus de glucose
(0,3g/kg) en moins de deux minutes. Des échantillons étaient prélevés aux temps 2, 4, 6, 8, 10,
20, 30, 40, 50 et 60 minutes apres I’injection du bolus de glucose et la glycémie était mesurée a
chaque temps. Les échantillons de sérum ¢étaient conservés et rapidement congelés pour la
mesure subséquente de 1’insuline et du C-peptide. La sécrétion d’insuline peut étre séparée en
deux phases, mesurées par I’aire sous la courbe de I’insuline dans le sérum. La premiére phase
de sécrétion survient dans les 10 premicres minutes du test et représente 1’insuline relachée
immédiatement en réponse a I’augmentation de la glycémie. La deuxiéme phase survient dans
les 50 minutes suivantes du test et est plus continue (149). La SI peut étre estimée durant le

TTGIV en divisant I’aire sous la courbe de la glycémie par I’aire sous la courbe de I’insulinémie.

Le clamp HIEG débutait 60 minutes apres 1’injection du bolus de glucose (Figure 3). Un
bolus d’insuline (140 mU/m?) était injecté en une minute, suivi d’'une dose de maintien
(75mU/m?/min), dans le but d’amener I’insulinémie a un taux supraphysiologique. Une infusion
de glucose était débutée en méme temps que I’insuline, pour contrebalancer cette augmentation
d’insulinémie et éviter ’hypoglycémie. Le taux initial d’infusion de glucose était déterminé
selon la glycémie du sujet au temps 50 minutes du TTGIV et selon son sexe. Ce taux était ensuite
ajusté au besoin, apres les mesures de glycémies faites chaque 10 minutes (ou chaque 5 minutes
au besoin), dans le but d’obtenir une glycémie stable entre 4,5 et 5,5 mmol/L durant les 30
derniéres minutes du test. La SI est calculée dans le clamp HIEG en divisant le taux d’infusion

de glucose durant les 30 derniéres minutes du test par 1’insulinémie durant cette méme période.
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Figure 3. Déroulement du Clamp Botnia (adapté de (20))

5.6 Fonction du tissu adipeux blanc et métabolisme postprandial

des lipides

Le métabolisme postprandial des lipides était mesuré apres 1’ingestion d’un repas riche
en gras par les participants a I’étude (30, 44, 82, 144-146). Les sujets arrivaient a jeun depuis
12 heures a I’Institut. Un repas riche en lipides et ajusté a leur surface corporelle (600kcal/m?,
68% lipides, 18% glucides) composé¢ de croissants, fromage, bacon et brownies était donné aux
participants. Ce repas était marqué au carbone-13 (0,017g '3C par gramme de lipides, glycérol
tri-oléate-1-13C, Sigma Aldrich, Canada) par une huile ajoutée au croissant. Les participants
étaient invités a manger le repas en moins de 15 minutes. Une biopsie de tissu adipeux sous-
cutané était prélevée (sous anesthésie locale, xylocaine 20mg/ml, AstraZeneca) par un médecin
au niveau de la hanche droite avant le repas, et une deuxieéme au niveau de la hanche gauche
quatre heures apres le début du repas (N.B. les données sur les biopsies de TAB collectées a

I’¢état postprandial ne sont pas présentées dans ce mémoire). Des échantillons sanguins et de
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souffle étaient prélevés avant le repas et aux temps 1, 2, 4 et 6 heures apres le début du repas.
La dépense énergétique au repos a jeun et a 1’état postprandial était mesurée par calorimétrie
indirecte (Vmax Encore, Carefusion, San Diego, CA, Etats-Unis) aux mémes temps. La
clairance des TG, des TG diététiques et des chylomicrons étaient calculés par 1’aire sous la
courbe et 1’aire sous la courbe incrémentale des TG totaux, marqués au °C et de 1’apoB-48,

respectivement, apres le repas.

La mesure de I’enrichissement en carbone-13 dans le plasma et dans le souffle a été
effectuée pour mesurer la clairance postprandiale des lipides diététiques. Toutes ces procédures
¢taient effectuées avec des gants, en utilisant du matériel stérile a usage unique ou de la verrerie
propre rincée au chloroforme trois fois pour éviter la contamination avec d’autres lipides. Les
¢chantillons de plasma étaient conservés a -80°C jusqu’a I’analyse. Les lipides étaient d’abord
extraits du plasma, puis séparés par chromatographie sur couche mince. Les AGL et les TG ainsi
séparés étaient ensuite extraits du gel de silice de la plaque de chromatographie et analysés par
spectrométrie de masse a ratio isotopique (Vario Micro CHNS Cube, Elementar Americas Inc.)
pour déterminer leur enrichissement en '*C. Les échantillons de souffle recueillis durant le test
de métabolisme postprandial des lipides ont été conservés dans des tubes de verre scellés,
entreposés au réfrigérateur jusqu’a leur analyse. La mesure d’enrichissement en *C dans le

souffle était faite par spectrométrie de masse a ratio isotopique.

La fonction du TAB a jeun a été évaluée par sa capacité a hydrolyser via la LPL et a
entreposer un substrat synthétique de chylomicron marqué a I’hydrogeéne-3 (30, 44, 144, 145).
Immédiatement aprés la biopsie, des échantillons de 5 a 10 mg de TAB ont été nettoyés et
séchés, puis transférés dans une solution tampon (HBSS) chaude pendant 30 minutes. Les
échantillons ont ensuite été transférés dans des puits sur une plaque neuve avec 500 pL de
substrat de lipoprotéines riche en TG synthétique marqué au *H (95% TG, 1,27 mmol/L TG).
La plaque était incubée 4 heures a 37°C sur un agitateur. Les lipides et TG marqués au *H du
TAB et du milieu étaient ensuite récoltés, extraits par chromatographie sur couche mince et

comptés.
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5.7 Analyses statistiques

Dans les deux articles, les données présentées dans les tableaux représentent la moyenne
+ écart-type. Les différences entre les groupes (femmes vs. hommes, réduction de 1’apport en
fibres vs. augmentation de 1’apport en fibres, taux d’apoB bas vs. élevé) ont été analysées par
analyse de la variance a deux facteurs, avec mesures répétées (RM 2-way ANOVA), avec
interactions entre les groupes et le temps (group x time). Les associations entre les variables ont
¢été analysées par corrélations de Pearson, en séparant les sujets par sexe et en les regroupant si
aucune différence entre les sexes n’était décelée. Des modéeles de régressions séquentielles
linéaires ont été utilisés pour prédire les variables dépendantes dans chaque article. Les modéles
¢taient analysés pour colinéarité. Les analyses statistiques €taient conduites sur SPSS V19, les
analyses d’aire sous la courbe et les corrélations sur GraphPad Prism V7 (GraphPad Software,

La Jolla, CA, Etats-Unis). Le seuil de signification était p<0,05 (147).
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Chapitre 6 : Résultats — articles scientifiques

Premier article : High plasma apoB identifies obese subjects who
best ameliorate white adipose tissue dysfunction, glucose-induced

hyperinsulinemia and insulin resistance after a hypocaloric diet

Bissonnette S, Saint-Pierre N, Lamantia V, Leroux C, Provost V, Cyr Y, Rabasa-Lhoret R, Faraj
M. High plasma apoB identifies obese subjects who best ameliorate white adipose tissue
dysfunction, glucose-induced hyperinsulinemia and insulin resistance after a hypocaloric

diet, American Journal of Clinical Nutrition. Revisions requested November 2017.

Contribution de ’auteur a I’article : Viviane Provost a effectué une partie des mesures
d’enrichissement du plasma en '*C pour cet article (=20-30% des mesures), ainsi qu’une partie
des analyses d’apports alimentaires des participants (analyses statistiques). Pourcentage total

de contribution a I’article =5%

35



High plasma apoB identifies obese subjects who best ameliorate white adipose tissue
dysfunction and glucose-induced hyperinsulinemia after a hypocaloric diet
Simon Bissonnette!>?, Nathalie Saint-Pierre®, Valerie Lamantia'>?, Catherine Leroux!,

Viviane Provost"??, Yannick Cyr!?3, Remi Rabasa-Lhoret!*3, May Faraj'~>

! Institut de Recherches cliniques de Montréal (IRCM), Montréal, Québec
2 Faculty of Medicine, Université de Montréal, Montréal, Québec
3 Montreal Diabetes Research Center (MDRC), Montréal, Québec

Send correspondence and reprints requests to;

May Faraj P.Dt., Ph.D.

Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM)
Office 1770.2

110, Avenue des Pins Ouest Montréal, Québec H2W 1R7
Tel : (514) 987-5655

Email: may.faraj@umontreal.ca

Study registration ID number and website: ISRCTN14476404, BioMed Central

List of authors’ last names: Bissonnette, Saint-Pierre, Lamantia, Leroux, Provost, Cyr,
Rabasa-Lhoret, Faraj

Running title: ApoB predicts weight-loss changes in T2D risks

Word count: abstract = 300 words, body = 5,044 words, total number of figures and tables = 6
Sources of support: Supported by an operating grant from the Canadian Institutes of Health
Research (CIHR, MOP# 93581) to M.F. S.B. is supported by CIHR doctoral scholarship, V.L.
is supported by CIHR Vanier doctoral scholarship and Y.C. is supported by Fonds de recherches
du Québec (FRQ) doctoral scholarship.

Online supplementary material: Supplemental tables and figures are available from the
“Online Supporting Material” link in the online posting of this article and from the same link in

the online table of contents at ajcn.nutrition.org.

Abbreviations: C, cholesterol; GIIS, glucose-induced insulin secretion;, HOMA-IR,

homeostasis model assessment for insulin resistance; IR, insulin resistance; IS, insulin

36


mailto:remi.rabasa-lhoret@umontreal.ca
http://jn.nutrition.org/

sensitivity; IVGTT, intravenous glucose tolerance test; iAUCgn, increment increase in the area
under the 6-hour postprandial curve above baseline; LPL, lipoprotein lipase; PCSK9, proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9; NEFAs, non-esterified fatty acids; TRLs, triglyceride-rich

lipoproteins; WAT, white adipose tissue

37



Abstract:

BACKGROUND/ HYPOTHESIS: To optimize the prevention of type 2 diabetes (T2D), high-
risk obese subjects with the best metabolic recovery after a hypocaloric diet should be targeted.
White adipose tissue (WAT) dysfunction promotes hypertriglyceridemia, insulin resistance (IR)
and hyperinsulinemia. As apoB-lipoproteins provoke WAT dysfunction and associated risks,
we hypothesized that high plasma apoB-lipoproteins (apoB) identifies subjects who best

ameliorate these risk factors after a hypocaloric diet.

DESIGN: Fifty-nine men and post-menopausal women (586 yrs, 32.6+4.6 kg/m?) completed
a prospective study with a 6-month hypocaloric diet (-500kcal/day). Glucose-induced insulin
secretion (GIIS) and insulin sensitivity (IS) were measured by 1-hour intravenous glucose-
tolerance test followed by 3-hour hyperinsulinemia-euglycemia clamp, respectively. Ex vivo
gynoid WAT function (i.e. hydrolysis and storage of *H-triolein-labeled-triglyceride-rich-
lipoproteins) and 6-hour postprandial plasma clearance of '*C-triolein-labeled-high-fat-meal

were measured in a subpopulation (N=25).

RESULTS: Post-intervention 1% phase GIIS and total C-peptide secretion were decreased in
both sexes, while 2™ phase and total GIIS and clamp IS were ameliorated in men (P<0.05).
Baseline plasma apoB was associated with post-intervention increase in WAT function (7=0.61)
and IS (M/Iciamp 1=0.30) and decrease in 1%'phase, 2™ phase and total GIIS (7=-0.30 to 0.35) but
not with hypertriglyceridemia, without sex-differences. Its association with post-intervention
amelioration in WAT function and GIIS was independent of plasma cholesterol, sex and/or
changes in body composition. Subjects with high baseline plasma apoB (1.2+0.2g/L) had
significant increase in WAT function (+105%, P=0.041) and decrease in GIIS (-25 to -34%,
P<0.001), while sex-matched subjects with low plasma apoB (0.7+0.1g/L) did not, despite

equivalent changes in body composition, energy intake and expenditure.

CONCLUSIONS: High plasma apoB identified obese subjects who best ameliorated WAT
dysfunction and glucose-induced hyperinsulinemia independent of changes in adiposity
following a hypocaloric diet. We propose that hyperapoB subjects are an optimal target group
for the primary prevention of T2D by hypocaloric diets.
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Botnia clamp, overweight and obese subjects.
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Introduction

Diabetes is a major cause of morbidity, mortality and health-care burden (1, 2). Recent
analysis on worldwide trends in diabetes revealed that the number of adults with diabetes, more
than 90% of which represents T2D, increased from 108 million in 1980 to 422 million in 2014
(2). While obesity is a major risk factor for T2D, only a minority (~10-20%) of obese subjects
becomes diabetic (3). Moreover, T2D is preventable by behavior modification and medication
(4, 5). In fact, an intensive lifestyle intervention with diet and exercise that aimed at 7% weight-
loss over 5 years was better than metformin in preventing new-onset T2D in high-risk obese
subjects (5). However, a large inter-subject variability exists in the response to lifestyle
interventions (6). As not all obese subjects present the same risk for T2D nor do they respond
equally to T2D prevention efforts, identifying and targeting high-risk subjects who would best

respond to the hypocaloric diet may have a major impact the primary prevention of T2D.

White adipose tissue (WAT) dysfunction, more than obesity per se, plays a central role
in the pathology of T2D (7, 8). After a meal, healthy WAT buffers the sudden influx of
exogenous fat by the hydrolysis and storage of triglyceride-rich lipoproteins (TRLs) mediated
by endothelial-bound lipoprotein-lipase (LPL) (7, 9, 10). On the other hand, dysfunctional WAT
has reduced metabolic flexibility. This promotes a chronic state of hypertriglyceridemia that 1)
competes with glucose oxidation leading to hyperglycemia, 2) favors the enlargement of visceral
WAT increasing metabolic risk, and 3) promotes systemic lipotoxicity and associated insulin
resistance (IR) (7, 11-13). Hyperinsulinemia develops to compensate for chronic IR, which in
time is believed to promote B-cell exhaustion and progression to T2D (12, 14). Additionally,
increased hepatic influx of lipids together with hepatic-IR promotes overproduction of

atherogenic apoB-lipoproteins (VLDL, IDL and LDL) (15).

Work from our lab led us to propose that high plasma apoB-lipoproteins may be a cause,
and not a mere consequence, of WAT dysfunction and T2D in humans (16, 17). Differentiation
of preadipocytes in the presence of native human LDL decreases adipocyte differentiation and
function (reduced hydrolysis and storage of TRLs) (17). In line, plasma apoB is an independent
predictor of dysfunctional WAT and associated risk factors for T2D; IR, glucose-induced

hyperinsulinemia, postprandial hypertriglyceridemia, and subclinical inflammation (16-20).
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Additionally, plasma apoB predicts T2D before its onset by 3-10 years in Turkish (21), Canadian
(22), Finnish (23), and Korean (24) populations, independent of traditional risk factors.

Consequently, we examined the hypothesis that high plasma apoB also identify
overweight and obese subjects who best ameliorate WAT dysfunction and related risk factors
for T2D following a hypocaloric diet. To test this hypothesis, we employed gold-standard
techniques to assess the concomitant changes in glucose-induced insulin secretion (GIIS),
insulin sensitivity (IS), postprandial fat metabolism and ex vivo WAT function in response to 6-
month hypocaloric diet, and their association to baseline plasma apoB in non-diabetic

overweight and obese subjects.
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Subjects, materials and methods

Study objective, population and design: A prospective clinical study, in conjunction with
basic studies, was conducted at the Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). Its
objectives were to test the hypothesis that the plasma apoB-lipoproteins (i.e. apoB) was
associated with baseline and post-intervention changes in risk factors for T2D following a 6-
month hypocaloric diet in overweight and obese subjects, and that apoB-lipoproteins directly
promote WAT dysfunction. The primary outcomes measured to assess risk factors for T2D were
IS, GIIS and systemic inflammation in the total population (termed principle study, N=82), in
addition to postprandial fat metabolism and ex vivo gynoid WAT function and inflammation in
a sub-population (termed sub-study, N=32). The total sample size (N=82) was based on the
primary hypothesis that high plasma apoB was associated with IR. It was estimated from our
previous study using the hyperinsulinemia euglycemia clamp in women with high and low
plasma apoB with similar inclusion/exclusion criteria (N=17/group) (16). As no data existed for
men, the sample size was doubled to allow the examination of sex-differences in the relation of
plasma apoB to the risk factors for T2D. It was then increased by 20% to account for dropout
and attrition during the 6-month intervention. Given the sensitivity of stable isotopes to trace
dietary fat in vivo, and our previous work with '*C-labeled high fat meal where a sample of 8
per group was sufficient to distinguish women with low and high efficiency of plasma clearance
of dietary fat (9), the sample size needed to examine fat metabolism in vivo and ex vivo in WAT
was set at N=32 to include men. Volunteers were recruited by newspaper advertisements with
inclusion/ exclusion criteria as previously reported for baseline (17-20). In brief, men and post-
menopausal women were aged 45-74 years, non-smokers, with a BMI > 27 kg/m?, a sedentary
lifestyle, and a low alcohol consumption. Subjects were excluded if they had: High risk for CVD
(>20% of Framingham Risk Score), CVD and hypertension requiring medication, diabetes,
cancer (within the past 3 years), kidney or hepatic dysfunction, use of drugs affecting
metabolism (including hormone-replacement therapy except thyroid at stable dose), lack of
time, cholecystectomy (for the sub-study only), and all other medical/ psychological conditions
deemed inappropriate by the physician (e.g. reactive hypoglycemia, aggressiveness). All
volunteers who were enrolled in the principle study were invited to participate in the sub-study.

Subjects signed informed consent forms approved by the Human Ethics Board at the IRCM.
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Subjects were placed on 4-week weight-stability period verified weekly at the IRCM and
aiming at maintaining weight within 2 kg range (25), after which baseline measurements of the
risk factors for T2D were conducted. Three-day food records were also completed by the
subjects (2 week-days, 1 weekend) and verified by the dietitian for completion upon reception.
The assessment of GIIS, IS and systemic inflammation was conducted on one day, while the
assessment of postprandial fat metabolism and WAT function and inflammation, when
completed, were conducted on a 2" day, one week apart. Subjects were then placed on 6-months
hypocaloric diet and the post-intervention 3-day food records were completed in the last week
of the intervention. A 4-week post-intervention weight-stabilization period followed the

hypocaloric intervention, after which the measurement of the risk factors for T2D were repeated.

Hypocaloric-diet intervention: The hypocaloric diet was administered during individual
sessions by 2 registered dietitians. Daily energy needs were calculated as basal metabolic rate,
measured by indirect calorimetry (Vmax Encore, Carefusion, San Diego, CA, USA), multiplied
by a sedentary physical activity factor of 1.4, from which 500 kcal were subtracted (25). Subjects
were counseled to follow a balanced diet based on the Canadian Food Guide and Health Canada
composed of 45-65% carbohydrate, 20-35% fat and 15-35% protein (26). To encourage
compliance, subjects met monthly with the study dietitian for 1 hour at baseline and during the
intervention. During these visits, body weight was recorded and subjects received written and
oral counseling on 7 consecutive sets of nutritional topics covering: 1) recommended daily
intake of the 6 food groups, 2) energy balance and how to achieve a negative balance to lose
weight, 3) types of fat with the aim to decrease the intake of total, saturated and trans fats and
increase the intake of unsaturated fats, 4) dietary fiber and their advantage in promoting satiety,
5) proteins and their advantage in promoting satiety, 6) energy density with the aim to increase
the intake of low energy-dense items, and 7) strategies to control appetite during meal
consumption. Subjects were encouraged to maintain their habitual (i.e. sedentary) activity level
during the hypocaloric-diet. Nutritional analysis of the food journals was conducted using The

Food Processor software (version 11.3.285, ESHA Research, Salem, OR).

Insulin sensitivity and secretion technique: Concomitant but independent measurements of

GIIS and IS were conducted using a modified Botnia clamp (27) as previously reported (18-20).
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Glucose-induced insulin and C-peptide secretions were measured during 1-hour intravenous
glucose tolerance test (IVGTT, 0.3 g glucose/kg body weight). First phase, second phase and
total GIIS and C-peptide secretion were measured as the AUC of the first 10 minutes, the
following 50 minutes and the total 60 minutes of the IVGTT, respectively. Insulin sensitivity
was then measured by 3-hour hyperinsulinemic-euglycemic clamp, during which
hyperinsulinemia was maintained using a primed exogenous insulin infusion (75 mU/min*m?)
while plasma glucose was maintained between 4.5 to 5.5 mmol/L using 20% dextrose infusion.
Insulin sensitivity was expressed as glucose infusion rate (GIRclamp) alone or divided by plasma
insulin in the last 30-minutes of the clamp (expressed as M/Iclamp) (16, 18-20, 27). Fasting index
of IR, HOMA-IR, was calculated as published (28). Three-days prior to the Botnia clamps,
subjects were reminded by a phone call to maintain a high carbohydrate intake of at least 300

g/day for men and 225 g/day as previously published (18-20).

Postprandial fat metabolism technique: Postprandial plasma clearance and oxidation rates of
a high-fat meal labeled with '*C-triolein (600 kcal/m2, 0.017 g '*C-triolein/g fat, 68% fat, 18%
carbohydrate) were measured for 6 hours as reported (17-20, 29-31). The '*C enrichment in
breath CO? and plasma TGs was measured by isotopic ratio mass spectrophotometer (Elementar
Americas Inc). Postprandial plasma clearance of total TGs, '*C-TGs and chylomicrons was
measured as the incremental increase in the area under the 6-hour curve above baseline (1IAUCégn)

of plasma total TGs, '*C-TGs, and apoB48, respectively.

Ex vivo gynoid WAT function technique: Fasting WAT samples were obtained from the right
hip by needle biopsy under local anesthesia (Xylocaine 20 mg/ml, AstraZeneca) and gynoid
WAT function was assessed as in situ LPL activity as reported (17, 18, 20, 29, 30, 32, 33).
Briefly, clean fresh WAT samples (2-4 pieces/well, for a total of 5-10 mg/well, with 3- 6
wells/subject) were incubated in 500 pl of synthetic *H-triolein-labeled TRLs (*H-TRLs) (95%
TGs, 1.27 mmol/L TGs) for 4 hours. WAT function was measured as the hydrolysis of the *H-
TRLs and the uptake and storage of released *H-non-esterified fatty acids (*H-NEFAs). To
assess WAT function independently of LPL activity, separate sets of WAT samples were
incubated with 500 uL *H-NEFAs (1 mmol/L oleate:0.167 mmol/L BSA) for 4 hours. WAT *H-
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lipids were extracted, counted and expressed per milligram of WAT for the experiments using

SH-TRLs or *H-NEFAs.

Anthropometry and metabolic measurements: Body composition was measured by dual
energy X-ray Absorptiometry (iDXA, GE Healthcare, Little Chalfont, UK), plasma lipids, apoB
and apoA-1 by an automated analyzer (Cobas Integra 400, Roche Diagnostic, Basel, SWE),
plasma apoB48 (i.e. chylomicrons) by an ELISA kit (Biovendor LLC, Asheville, NC, USA),
plasma proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) by an ELISA Kit (CirculLex,
MBL International), plasma glucose by an automated analyzer (YSI Incorporated, Yellow
Springs, OH, USA), serum insulin and C-peptide by radioimmunoassay kits (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) and LDL diameter by an automated FDA-approved system
(Lipoprint, Quantimetrix, Redondo Beach, CA, USA) as reported (17-20, 29, 34). Sample

analyses were conducted in a blinded manner using subject identification number.

Separation of the subjects into groups of high and low baseline plasma apoB: We divided
the study population who underwent the principal study with complete measures of GIIS and IS
during the Botnia clamp into tertiles based on baseline plasma apoB per sex, to account for sex
difference in the measured parameters. Two women completed the IVGTT but not the
hyperinsulinemic euglycemic clamp due to discomfort during the clamp and were excluded
from this group analysis (i.e. N=57). Accordingly, each group included 9 men and 10 women.
Average apoB in the high apoB group was 1.22 + 0.16 g/L (women=1.05-1.80 and men=1.04-
1.34 g/L) and in the low group was 0.69 + 0.16 g/L (women=0.34-0.79 and men=0.51-0.85).
Given the smaller sample size in the sub-study (N=25), subjects were divided based on median
plasma apoB per sex (women=1.05 and men=0.99 g/L). Average apoB in the high apoB group
was 1.22 + 0.18 g/L (N=13) and in the low apoB group was 0.79 + 0.16 g/L (N=12). Notably,
average plasma apoB in the groups with low and high plasma apoB (in both the principle and

substudy) were < 25th and > 75th percentile of a Canadian population, respectively (35).

Statistical analyses: Data are presented as mean + SD. Group differences before and after the
intervention were analysed by RM 2-way ANOVA with (group x time) interaction, with
correction for multiple comparisons using Bonferroni’s statistical hypothesis testing. When the

interaction was significant, the multiple comparisons between and within groups are reported.
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The association between the examined variables was analysed by Pearson correlation per sex.
When no-sex differences existed in the regression lines (in slope and elevation), data from
women and men were pooled and a solid regression line was presented on the graphs. Stepwise
forward regression analysis was used to predict GIIS and IS and was adjusted for sex and
absolute changes in BMI, android fat mass, and android/gynoid fat ratio. Regression analysis to
predict postprandial fat metabolism and WAT function were adjusted for either sex or absolute
change in BMI, change in android fat or change in android/gynoid fat ratio (given the smaller
sample size in the sub-study). All regression models used baseline plasma apoB, total
cholesterol, HDL-C and LDL-C as independent variables, and all models were analysed for
collinearity. Statistical analyses were performed using SPSS V19, while the analyses of the
AUC and the sex-differences in regression lines were performed using GraphPad Prism V7

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Significance was set at P<0.05.
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Results

Baseline and post-intervention changes in the risk factors for T2D: The recruitment for this
study was initiated in March 2010 and was completed in November 2013. A total of 110 subjects
were screened. Eighty-two subjects met the inclusion/exclusion criteria and were enrolled (33
men and 49 women), of whom 50 completed the principle study measurements and 32
completed the principle study and the sub-study measurements. Fifteen subjects dropped out
during follow-up; 8 for lack of time, 5 for personal and family reasons, 1 for not wanting to
undergo the post-intervention clamp, and 1 was unreachable. Moreover, 8 subjects were
excluded by the investigators (6 for developing health conditions unrelated to the intervention
that required medical treatment, and 2 for having malaise following the IVGTT). One women
who accepted to participate in the sub-study did not complete the *C-labeled-high-fat meal.
Thus, she was excluded from the analysis of the sub-study and was analysed for the principle
study parameters only (GIIS and IS). Accordingly, this analysis presents data on all primary
outcomes (except systemic and WAT inflammation) examined in 59 subjects (26 men and 33
women) who completed the principal study, among whom 25 subjects (12 men and 13 women)

also completed the sub-study (Supplemental Figure 1).

The anthropometry and metabolic characteristics of the study population before and after
the intervention are presented in Table 1. Total energy intake decreased by an average of
11.14£22.6%, accompanied by a reduction of 5.6+4.9% in BMI, 10.7+9.9% in total fat mass, and
15.2£13.0% in the risk-associated android fat in the whole group, with no sex differences except
for the reduction in android/gynoid fat ratio that was significant in men only. As anticipated,
there was a large inter-subject variability in post-intervention changes in body composition
assessed as weight, BMI, total, gynoid and android fat, lean body mass, and waist and hip
circumferences (Supplemental Figure 2A-H), fasting plasma lipoprotein-related parameters
including total, LDL and HDL cholesterol, LDL size, TG, apoB, apoA-1 and PCSK9
(Supplemental Figure 3A-H), and indices of GIIS assessed as 1st phase, 2nd phase and total
insulin secretion and total C-peptide secretion (Supplemental Figure 4A-D) and clamp IS
assessed as GIRciamp and M/Iclamp (Supplemental Figure 4E and 4F). On average in men, there
was a decrease in all the incidences of GIIS (1st phase, 2nd phase and total GIIS and total C-
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peptide secretion) and an increase in fasting and clamp indices of IS (i.e. decreased HOMA-IR
and increased GIRclamp, M/Iclamp and total AUCivgrr glucose). In women, who had higher
baseline IS (lower insulin and HOMA-IR and higher GIRciamp) and lower GIIS (2" phase and
total) (Table 1 and previously reported (19)), only HOMA-IR, total AUCvgrr glucose, 1% phase
GIIS and total C-peptide improved following the intervention (Table 1).

Data related to the sub-study examining postprandial fat metabolism and ex vivo gynoid
WAT function (as in situ LPL activity using *H-TRLs and as the uptake and storage of *H-
NEFAs) are presented in Table 1. Similar to the clamp data, there was a large inter-subject
variability in these parameters in response to the dietary intervention (Supplemental Figure 4G-
L). There was a significant post-intervention delay in postprandial plasma clearance of dietary
BC-TGs (iAUCqn *C-TG) and an increase in postprandial plasma clearance of chylomicrons
((1AUCen apoB48) with no sex differences. No other significant changes were observed

including in postprandial oxidation rate of *C-TG and in ex vivo WAT function (Table 1).

There was a sex-dependent association between the changes in body fat distribution and
gynoid WAT function with the changes in the measured outcomes. In men, the increase in clamp
indices of IS (GIRclamp or M/Iclamp) Was associated with a decrease in adiposity (BMI, android
fat or gynoid fat, Supplemental Figure 5, 6, and 7, E and F), but not with the change in ex vivo
gynoid WAT function (Supplemental Figure 8, E and F), while the decrease in glucose-induced
C-peptide secretionivgrr was only associated with the decrease in android fat (Supplemental
Figure 6D). In women, the decrease in GIISvarr (1st phase, 2nd phase and total) was associated
with an increase in gynoid WAT function (Supplemental Figure 8A, B, and C) but not with the
changes in any measure of adiposity including android fat mass (Supplemental Figure 5, 6, and
7, A-C). Moreover, the increase in gynoid WAT function (Supplemental Figure 8G) was
associated with a decrease in fasting plasma TGs in pooled data of men and women. The changes
in adiposity or body composition were not associated with the change in gynoid WAT function

(Supplemental Figures 5, 6, and 7).

Association of the baseline plasma apoB with the changes in gynoid WAT dysfunction
and associated risk factors for T2D following the hypocaloric diet: We previously reported in

the baseline analysis that fasting plasma apoB was positively associated with 2" phase and total
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GlIISwvarT, total C-peptide secretion IVGTT, and iAUCen of postprandial plasma clearance of
TGs, dietary '3C-TGs, and apoB48 (in women for iAUCeh apoB48). It was also negatively
associated with the clamp indices of IS (GIRclamp and M/Iclamp) and ex vivo WAT function (in
situ LPL activity using *H-TRLs) independent of sex (except for iAUCen apoB48) and body
composition (18-20). These associations of baseline plasma apoB with the risk factors for T2D
remained significant in the smaller sample who completed the principal study (Figure 1C, E, G)
and the sub-study (Figure 2A, C, E, G).

As hypothesized, baseline plasma apoB was associated with post-intervention decrease
in 1 phase (Figure 1B), 2™ phase (Figure 1D) and total GlISivgrr (Figure 1F) and increase in
IS (M/Ictamp, Figure 1H). Plasma apoB was also associated with the increase in gynoid WAT
function (in situ LPL activity using *H-TRLs, Figure 2B), but not with baseline or post-
intervention changes in WAT function using *H-NEFAs, strengthening our baseline conclusions
that the association of plasma apoB with gynoid WAT function was LPL-dependent (17).
However, despite the association of plasma apoB with all measures of delayed baseline
postprandial plasma clearance of TRLs (Figure 2C-E-G), it was not associated with post-
intervention changes in postprandial plasma clearance of total plasma TGs (Figure 2D) or
apoB48 (Figure 2H), while it associated with an increase, not a decrease, in iAUCen *C-TGs
(Figure 2F). Exploratory analysis of the data revealed however that the post-intervention
increase in iAUCqn *C-TGs was also associated with the decreases in 1% phase and total
GIISivarT 1n pooled data of men and women (Supplemental Figure 9A and 9C), and with the

decrease in 2" phase GIISvgrr in men (Supplemental Figure 9B).

Given that the post-intervention changes in the risk factors for T2D were associated with
changes in BMI in a sex-dependent-manner (Supplemental Figure 5), we examined in regression
analyses whether the association of baseline plasma apoB with the post-intervention changes in
the risk factors for T2D were dependent on sex and changes in adiposity. We also examined
whether plasma cholesterol (total, LDL and HDL) rather than apoB-lipoprotein number was a
better predictor of the post-intervention changes in these risk factors. As presented in Table 2,
concomitant adjustment for sex, and changes in BMI, android fat, and android/gynoid fat ratio

eliminated the association of plasma apoB with the increase in IS. It also rendered baseline
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plasma cholesterol the primary predictor of 1% phase GIISvgrr. On the other hand, baseline
plasma apoB remained the primary predictor of the reduction in 2™ phase and total GIISivGrT
and the increase in gynoid WAT function (in situ LPL activity), whereas total cholesterol, LDL-
C and HDL-C were excluded from the regression model. Furthermore, plasma apoB remained
positively associated with post-intervention change in iAUCgn '*C-TGs, and not associated with

those of IAUCgn total TGs or apoB48.

Differences in subjects with high versus low baseline plasma apoB: In sub-analysis to further
test our hypothesis, we evaluated the concomitant changes in gynoid WAT dysfunction and
associated risk factors in subjects with high versus low baseline plasma apoB with equal
composition of men and women. Despite the lack of significant differences in the baseline and
post-intervention changes in body composition, baseline metabolic rate, total energy intake,
macronutrient intake and alcohol consumption (Table 3), subjects with high baseline plasma
apoB had a significant amelioration in Botnia indices of IS (decreased AUCvgrr glucose) and
a decrease in GIISwvarr (1% phase, 2™ phase and total GIISivgrr, and total C-peptide
secretionivgrt) as presented for the absolute changes (Table 3) and/or the percent changes
(Figure 3A-D). These parameters were not significantly improved in subjects with low baseline
plasma apoB. Moreover, the changes in gynoid WAT function (in situ LPL activity) were
significantly different between subjects with high versus low plasma apoB, and only those with
high plasma apoB had a significant increase in % WAT function (Table 3, Figure 3EA).
However, no group differences existed in the changes in gynoid WAT function using *H-NEFAs
(Table 2, Figure 4B) or in all measures of postprandial plasma clearance of TRLs (TGs, '*C-
TGs, apoB48) (Table 2). Notably, there were no significant differences in baseline or changes
in body composition, energy intake and expenditure between the groups with low or high

baseline plasma apoB examined in the principal study versus the sub-study.
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Discussion

In this study in overweight and obese men and post-menopausal women, we examined
the novel hypothesis that baseline plasma apoB was associated with the amelioration in ex vivo
gynoid WAT dysfunction and associated risk factors for T2D (hyperinsulinemia, IR, and
delayed postprandial plasma clearance of TRLs) in response to a 6-month hypocaloric-diet. The
major findings reported were: 1) baseline plasma apoB was associated with post-intervention
improvement in ex vivo gynoid WAT dysfunction and with clamp IS and GIISvgrt with no sex
differences, 2) the association of plasma apoB to post-intervention changes in GIISrvgrT and
WAT dysfunction was independent of baseline plasma cholesterol and/or the changes in
adiposity or fat distribution, and 3) despite equal post-intervention changes in body composition,
energy intake and expenditure, only subjects with high, not low, baseline plasma apoB had
significant improvement in WAT function and GIISivgrr. While the increase in clamp measure
of IS following hypocaloric diets was reported in previous studies, including ours (25, 36), to
our knowledge, this is the 1*' study that examined the effect of hypocaloric diets on GIISivGrT
and a dynamic measure of WAT function in obese subjects. Moreover, although many of the
analyses presented remain correlative in nature, this study is strengthened by the use of gold-
standard techniques for the assessment of multiple major risk factors for T2D in relation to each

other concomitantly in the same cohort and in both sexes.

A major aim of hypocaloric-diets is to correct cardiometabolic abnormalities that may
have been induced by the accumulation of excess body fat. However, it is well accepted that
WAT dysfunction more than obesity per se plays a central role in the pathophysiology of
cardiometabolic diseases such as T2D (7, 8, 14). Indeed, we recently reported that lower gynoid
WAT function, measured as lower in situ LPL activity, was associated with lower IS (M/Iciamp)
and delayed postprandial plasma clearance of chylomicrons in women in the baseline analyses
of this intervention (20). Adiposity per se was not associated with gynoid WAT function in both
sexes (20), nor was the hypocaloric-diet induced change in adiposity associated with the change
in gynoid WAT function as reported here. Thus, this may further adds to the large inter-subject
variability that exists in the response to hypocaloric diets, as unlike body weight, WAT function

is not assessable, and is therefore not followed, in clinical practice. Having a simple clinical
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index to predict the benefit of hypocaloric diets on WAT function and associated risk factors

may optimize the prevention of T2D in obesity.

Work from our lab (17, 18, 20) and others (37, 38) documented that apoB-lipoproteins
predict and promote adipocyte and WAT dysfunction. The negative effect of apoB-lipoproteins
is induced by 2 mechanisms. The first is chronic, as the uptake of native (17) and oxidized (37,
38) LDL, the major form of apoB-lipoproteins, into preadipocytes during their differentiation
reduces adipocyte differentiation and function (i.e. reduced in situ LPL activity). This suggests
that increased LDL uptake during WAT turnover, which requires ~10 years to be completed in
humans (39), may promote the generation of dysfunctional WAT (i.e. reduced LPL mass and/or
activity, reduced adipogenic and/or lipogenic gene expressions and function, etc). The 2"
mechanism is acute, and may be related to the “physical” interaction of LDL with LPL, TRLs
and NEFAs in the postprandial phase. LDL were reported to compete with the binding of TRLs
with purified LPL (40) and to associate with NEFAs in vitro promoting the generation of
electronegative or modified/ oxidized LDL in vivo (41-43). Furthermore, we reported that LDL
inhibit the activity of purified and heparin-releasable LPL from adipocytes in a dose-dependent
manner, as well as the hydrolysis and storage of 3H-TRLs in adipocytes and human WAT (17,
20). Collectively, this explains why baseline plasma apoB is associated with baseline ex vivo
WAT dysfunction and associated risks (hyperinsulinemia, IR and delayed postprandial plasma
clearance of TRLs) as reported for this population (17-20) and demonstrated here. Moreover,
apart from WAT-related abnormalities, uptake of apoB-lipoproteins into myocytes impairs
glucose-metabolism and insulin signaling (44, 45), while their uptake into pancreatic cell
promotes B-cell apoptosis and dysfunction (46-49). Accordingly, we hypothesized here that
baseline plasma apoB identifies obese subjects who best ameliorate WAT dysfunction and
associated risk factors for T2D after a hypocaloric diet given that it identified the highest risk

subjects at baseline.

Indeed, as presented in the correlation analyses (Figure 1) and separation of the study
subjects based on plasma apoB (Table 3, Figure 3 and 4), high plasma apoB identified subjects
with favorable responses to the hypocaloric-diet in respect to increasing ex vivo gynoid WAT

function and IS and decreasing GlISivgrr. Intriguingly, the adjustment for multiple post-
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intervention changes in body composition did not eliminate the association of baseline plasma
apoB with the improvement in gynoid WAT dysfunction and GIISivgrt. This suggests that
intervention-related factors other than the changes in body composition promoted increased
gynoid WAT function and reduced GIISivgrr in subjects with high plasma apoB. While these
factors remain to be investigated, it is doubtful that improved preadipocytes differentiation was
involved, as 6-month may be too short to induce measurable changes in WAT turnover, which
is estimated at a rate of 10% per year (39). However, this may be related to increased WAT-

specific IS and/or endocrine function, which were not evaluated in this study.

On the other hand, high baseline plasma apoB was associated with a deterioration, not
an amelioration in postprandial clearance rate of '*C-TGs following the intervention. This may
be confounded by the negative association of post-intervention changes in GIISivgrt with both
baseline plasma apoB and post-intervention changes in postprandial plasma clearance of *C-
TGs. While it cannot be determined with certainty, WAT-IS was likely increased following the
intervention, supported by an increase in systemic peripheral IS measured during the clamp. The
post-intervention reduction in GIISvgrr may have hindered insulin-mediated activation of
WAT-LPL activity resulting in reduced postprandial hydrolysis and clearance of dietary '*C-
TGs in vivo. It should be noted however that the pool of dietary '*C-TGs represents a minor
fraction of total plasma TGs, which is unlikely to offset the overall benefit of hypocaloric diets

on reducing the risk factors for T2D in subjects with high plasma apoB.

Finally, it is importance to underscore that the finding of this study is limited to subjects
who are free of cardiometabolic disease and not taking any lipid lowering agents. Subjects with
low plasma apoB secondary to medical interventions such as statins have higher risk for T2D,
which may be secondary to increased uptake of apoB-lipoproteins into peripheral tissues
reducing their function as previously proposed (18, 20). In addition, it remains to be examined
whether a reduction in plasma apoB in subjects with high plasma apoB would add to the
beneficial effects of a hypocaloric diet on WAT dysfunction, particularly with longer
interventions to allow WAT turnover. While there was no reduction in plasma apoB in this
study, we reported in a recent review that hypocaloric diets that induced a weight loss of ~6-

12% over 4-52 weeks reduce fasting plasma apoB in parallel with a reduction in fasting plasma
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TGs (which reduce hepatic production of apoB-lipoproteins) (50). Moreover, isocaloric diets
composed of 26-50% carbohydrates, 36-46% fat and 14-32% proteins (over 3-4 weeks only)
have a beneficial effect on plasma apoB (50). In this study, the cardiovascular health criteria for
inclusion were elevated to exclude subjects requiring hypocholesterolemic agents during the 6-
month intervention, which resulted in normal baseline plasma apoB (average < 50th percentile
(35)). This, together with the healthy baseline dietary composition may explain why there was

little post-intervention changes in plasma apoB-lipoprotein parameters.

In conclusion, high plasma apoB identifies overweight and obese subjects who best
ameliorate ex vivo WAT function (in situ LPL activity) and GIISiverr independent of sex,
plasma cholesterol and changes in body composition including android fat in response to a 6-
month hypocaloric diet. We propose that subjects with hyperapoB are an optimal target group
for hypocaloric diets aiming at the primary prevention of T2D in an overweight and obese

population.
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Figure Legends

Figure 1: Pearson correlation of baseline plasma apoB to baseline and change in 1% phase
GIISivarr (A and B), baseline and change in 2" phase GIISivarr (C and D), baseline and change
in total GIISivrr (E and F), and baseline and change in IS (M/Iclamp) (G and H) during the
Botnia clamp (N=26 men and N=33 women, except panels G and H where N=25 men and N=31

women for missing data)

Figure 2: Pearson correlation of baseline plasma apoB to baseline and change in fasting ex vivo
gynoid WAT function (A and B) and baseline and change in iAUCég total plasma TGs (C and
D), baseline and change in iAUCsn plasma *C-TGs (E and F), and baseline and change in
1AUCsh plasma apoB48 (G and H) during the 6-hour postprandial measure of fat metabolism
(N=12 men and N=13 women, except panel A and B where N=11 men and N=11 women, panel

G and H where N=11 men and N=13 women for missing data).

Figure 3: Post-intervention percent changes in 1%-phase GIIS (A), 2" phase GIIS(B), and total
GIIS (C) and total glucose response (D) during the IVGTT in subjects with the lowest versus
the highest tertile of fasting baseline plasma apoB in the principle study, and post-intervention
percent changes in ex vivo gynoid WAT function measured as the hydrolysis and storage of *H-
TRLs (A) and the uptake and storage of *H-NEFAs (B) in subjects below versus above the
median of fasting baseline plasma apoB in the sub-study. Data is analysed by RM 2-way
ANOVA (N=9 men and N=10 women per group for panels A-D. For panel E, N=6 men and
N=5 women for the low and N=5 men and N=6 women for the high apoB group, and for panel
F N=1 man and N=5 women for the low and N=3 men and N=6 women for the high apoB group

for missing data).
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Table 1: Baseline data, post-intervention data and absolute changes in anthropometric and metabolic parameters in men and women

who completed the principal study (N=59) and the sub-study (N=25)

Principal study parameters Men Women (N=33) Time
(N=26)
Baseline Post- Change Baseline Post- Change P value
intervention intervention

Anthropometric parameters

Age (years) 57.246.5 57.846.6 0.6+0.5 58.946.1 59.6+6.2 0.7+0.5 <0.001
Weight (kg) 101.6+20.5 96.4+20.9 -5.245.0 81.2+11.8## 76.7+£11.3%# -4.6+4.2 <0.001
BMI (kg/m?) 33.445.5 31.7+5.7 -1.7£1.6 31.943.8 30.143.8 1.79+1.52 <0.001
Waist circumference (cm) 115.1£13.5  110.2+14.1 49458 101.4+10.5%%  98.4+11.3## -3.046.1 <0.001
Hip circumference (cm) 110.0+10.6 10811 24433 112.3£8.2 108.049.3 4.3+5.4 <0.001
Fat mass (kg) 37.0+13.9  33.0+143 40445 36.7+8.3 33.048.1 3.743.6 <0.001
Lean body mass (kg) 60.9+8.2 60.2+8.7 20.61.8 41.6+4.74% 41.0+4.44# 0.5+1.2 0.004
Android fat mass (g) 442441694  3761+1697 664668 33744967 2891+£991# _483+422 <0.001
Gynoid fat mass (g) 49201985  4399+1858 5214576 6220+£1329%  5491+1349% 7294692 <0.001
Android/gynoid (g/g) 0.92+0.19 0.8740.17  -0.06+£0.07%% | 0.55+0.12#* 0.53+0.12## -0.02+0.04 <0.001
Basal metabolic rate (kcal/d) 16334287 1612196 220.9+312 1259126 12364220 -23.9+199 0.51
Energy intake (kcal) ! 2527+497 2191638 -3374615 1798+523### 1568+436%## -230+446 <0.001
Fat intake (% kcal)' 34.4+6.0 31.1+7.7 -3.3+7.7 34.1+£6.9 29.2+6.8 -4.9+5.6 <0.001
Carbohydrate intake (% kcal) ! 45.5+8.2 47.6+8.6 2.147.8 46.3+6.0 48.9+4.8 2.6£5.2 0.010
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Protein intake (% kcal) !
Alcohol (% kcal)!

Fasting parameters

Systolic blood pressure (mm

Hg)

Diastolic blood pressure (mm

Hg)
Plasma apoB (g/L)

Plasma cholesterol (mmol/L)

Plasma non-HDL-C (mmol/L)

Plasma LDL-C (mmol/L)
Plasma HDL-C (mmol/L)
Plasma TGs (mmol/L)
Plasma NEFA (mmol/L)
Plasma ApoA-I (g/L)
Plasma PCSK9 (ng/mL)
Mean LDL size (A°)
Plasma glucose (mmol/L)
Plasma insulin (uU/mL)
Plasma C-peptide (ng/ml)
HOMA-IR (mmol/L) x
(nU/mL)

17.04£3.5
3.17+4.28

131+13

82+8

0.96+0.22
4.90+0.97
3.87+1.00
2.7540.56
1.04+0.20
2.45+1.79
0.40+0.12
1.39+0.19
251471
266+7
5.30+0.49
23.1+12.0
2.60+0.90

5.45+2.89

18.8£3.4

2.52+4.16

128+14

8148

0.97+0.27
4.65+1.00
3.55+0.97
2.73+0.78
1.09+0.21
1.97+2.04
0.40+0.16
1.41+0.19
240+81
2677
5.2240.43
16.0+6.3
2.21+1.00

3.71+£1.42

1.844.5

-0.15+1.71

-1+11

-1+6

0.00+0.18
-0.26+0.69
-0.31+0.69
-0.02+0.57
0.06+0.14
-0.48+2.03
0.00£0.16
0.02+0.19
-11+81
1+5
-0.08+0.46
-7.1£9.0%
-0.39+0.72

-1.74+2.19%
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17.1£2.7

2.51£3.99

119+18%

75+10%

0.924+0.28
5.60+1.12%
4.05+1.20
3.33+0.95%
1.55+0.48%#
1.59+0.97*
0.50+0.18%#
1.67+0.29%#
34041317
2695
5.05+0.43%
17.9+5.6*
2.16+0.76

4.03+1.35*

19.5£3.4
2.36+3.84

119+17#

75+9%

0.95+0.30
5.57+1.19%
3.94+1.26
3.33+1.03%
1.63+0.46"#
1.34+0.87*
0.55+0.17%#
1.72+0.28%#
32941397
2714
4.86+0.46%
15.1£8.0
1.94+1.43

3.3242.00

2.5£3.4

-0.65+2.55

0£11

0+6

0.03+0.15
-0.03+0.55
-0.11+0.49
0.00+0.45
0.08+0.18
-0.24+0.48
0.05+0.18
0.05+0.20
-11£133
2+5
-0.18+0.34
-2.8+5.4
-0.22+1.12

-0.71£1.33%

<0.001
0.17

0.77

0.64

0.43
0.08
0.008
0.87
0.002
0.06
0.32
0.17
0.47
0.029
0.015
<0.001
0.021

<0.001



Botnia clamp data

15 phase GIISwvarT (U/mL) 1158+961 9264745 2324512 825+470 669+347 -156+214 <0.001
2" phase GIISvgrr (WU/mL) 4389+3713 29773109  -1412+1583% 2698+1555%* 2291+1481 -408+723 <0.001
Total GIISivgrT (LU/mL) 5547+4509  3903+3664  -1644+1960° 3523+1937* 2959+1758 -564+856 <0.001
Total C-peptiderverr (ng/mL) 351160 284+100 -67+134 305+116 242+104 -64+78 <0.001
Total AUCvarr glucose 664+68 634+62 -30+49 647+86 637+66 -10+73 <0.001
(mmol/L)
IS (GIRclamp mg/kg*min)? 9.76£339  12.2144.49  2.45+3.53% 12.754+3.95%+ 12.36£3.29  -0.39+2.16%* | <0.001
IS (M/Ietamp (mg/kg*min) 0.040£0.020  0.062+£0.028  0.020.02% 0.053+0.028 0.052+0.021  0.00£0.02*** | <0.001
/(nU/ml))?
Sub-study parameters Men Women (N=13)
(N=12)
Baseline Post- Change Baseline Post- Change Time
intervention intervention P value

Fasting plasma TGs (mmol/L) 1.65+0.79 1.500.86 -0.15+0.43 1.61£1.06 1.33+0.76 -0.28+0.61 0.05
Fasting plasma apoB48 7.84+4.14 5.28+3.37 -4.8348.14 7.45+4.74 7.2845.58 -0.17+5.37 0.13
(mg/L)*
iAUCen TGs (mmol/L) 5.7342.04 6.19+3.45 0.46+2.53 6.97+4.27 6.44+4.53 -0.53+1.32 0.92
iAUCgn *C-TGs (umol/L) 373+188 495+368 1214267 3734274 525+410 1524205 0.008
o, 13C recovered in breath 6.24+2.27 6.1123.15 -0.13+1.94 6.5142.14 6.20+1.57 0.31%1.53 0.60
iAUCgn apoB48 (mg/L)* 46.8+16.2 12.9+12.3 28.7422.5 39.2420.4 27.6+20.1 -11.6+24.4 <0.001
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Gynoid WAT function *H 4.98+3.90
lipids) (nmol *H-TGs

hydrolyzed/ mg)°

Gynoid WAT function CH 3.97+3.17

lipids) (nmol *H-NEFAs
uptake/ mg)°

3.89+3.37

6.97+7.70

-1.09+4.38

3.00+9.40

3.64+1.86

4.39+2.03

4.25+2.94

5.00+3.03

0.62+3.14 0.78

0.61+3.60 0.28

Data are presented as average + SD. Statistical analysis conducted using RM 2-way ANOVA, P value in table for the time-effect, *

p<0.05, # p<0.01, #* p<0.001 for group-effect. When the group x time interaction was significant, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.01

for difference from men, and ® p<0.001 for difference from baseline (data in bold). ! for N=25 men and N=30 women, % for N=31

women, > for N=25 men and N=31 women, * for N=11 men, > for N=11 men and N=11 women, and ¢ for N=4 men and N=11 women

for missing data.

60



Table 2: Prediction of post-intervention changes in the risk factors for T2D following the

hypocaloric-diet by baseline plasma lipoprotein-related parameters.

Dependent variable Steps Independent Constant  Coefficients R? P
variables value
Change in IS (GIRciamp)" 0.71 0.289
Model 1 -16.29 0.41 0.043
Change in IS (M/Iciamp)? 0.01 0.029
Model 1 -0.13 036  0.002
Change in 1* phase GIISivgrr 324.72 0.171
Model 1 -2074.33 0.13  0.057
1 Total cholesterol -105.76 0.21 0.015
Change in 2™ phase GIISvgrr 236.31 0.698
Model 1 -7147.56 0.27  0.034
1 ApoB -1503.87 036 0.010
Change in total GIISvgrr 446.31 0.545
Model 1 -9391.34 0.25 0.022
1 ApoB -1930.13 0.35  0.006
Change in total C-peptide -16.21 0.532
secretionivgrr
Model 1 307.70 0.19 0313
Change in gynoid WAT function -9.54 0.002
(*H-lipids from *H-TRLs)? Sex 1.29 0.05 0.335
1 ApoB 8.51 0.43  0.002
Change in gynoid WAT function -8.31 0.005
(*H-lipids from *H-TRLs)? Change in BMI 0.42 0.03  0.288
1 ApoB 8.78 0.43  0.002
Change in gynoid WAT function -7.95 0.006
(*H-lipids from *H-TRLs)? Change in android 0.00 0.07  0.155
fat
1 ApoB 8.66 0.46  0.002
Change in gynoid WAT function -8.80 0.004
(*H-lipids from *H-TRLs)? Change in 4.49 0.02 0.710
android/gynoid fat
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ApoB 8.64 0.40  0.002
Change in iAUCgh plasma TGs 0.46 0.431
Sex -0.99 0.06 0.226
Change in iAUCsp plasma TGs 0.35 0.594
Change in BMI 0.20 0.03  0.429
Change in iAUCsp plasma TGs 0.03 0.967
Change in android 0.00 0.00 0.867
fat
Change in iAUCgh plasma TGs 0.9 0.869
Change in 2.70 0.01  0.689
android/gynoid fat
Change in iAUCg, plasma '*C- -232.71 0.204
TGs Sex 26.33 0.00 0.768
ApoB 349.85 0.18 0.044
Change in iAUCg, plasma '*C- -213.34 0.246
TGs Change in BMI 3.92 0.00 0.887
ApoB 351.96 0.17 0.043
Change in iAUCg, plasma '*C- -203.91 0.214
TGs Change in android -0.05 0.01  0.498
fat
LDL-C 92.86 0.19  0.041
Change in iAUCgn plasma "*C- -215.91 0.234
TGs Change in 84.12 0.00  0.908
android/gynoid fat
ApoB 351.28 0.17  0.044
Change in iAUCe plasma -28.66 0.000
apoB48* Sex 17.08 0.13  0.082
Change in 1AUCe plasma -11.32 0.153
apoB48 4 Change in BMI 4.25 0.08 0.168
Change in 1AUCe plasma -15.40 0.057
apoB48+* Change in android 0.01 0.02  0.462
fat
-14.86 0.032
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Change in 1AUCe plasma Change in 90.85 0.05
apoB48+4 android/gynoid fat

0.264

Independent variables entered in stepwise forward regression analyses were baseline fasting
plasma apoB, total cholesterol, LDL-C, and HDL-C. Analysis to predict changes in GIRclamp,
M/Leiamp, and 1% phase, 2™ phase and total GIISiverr and total C-peptide secretionrvgrr were
adjusted for sex and post-intervention changes in BMI, android fat, and android/gynoid fat ratio
(Model 1) (N=26 men and N=33 except for ! for N=31 women, and ? for N=25 men and N=31
women for missing data). Analyses to predict changes the in gynoid WAT function and iAUCéen
TGs, 3C-TGs and apoB48 were adjusted for sex or post-intervention changes in BMI or android
fat or android/gynoid fat ratio (N=12 men and N=13 women except > for N=11 men and 11

women, * for N=11 men for missing data).
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Table 3. Baseline data, post-intervention data, and absolute changes in anthropometric and metabolic parameters in subjects with
low versus high baseline plasma apoB separated based on tertiles plasma apoB in the principal study, and based on median plasma

apoB in the sub-study

Principal study parameters Low baseline plasma apoB (N=19) High baseline plasma apoB (N=19)
Baseline Post- Change Baseline Post- Change P value
intervention intervention
Plasma apoB (g/L) 0.69+0.13 0.71+0.21 0.02£0.15  1.22+0.16"*  1.19£0.26"* -0.03+0.20 0.99

Anthropometric parameters

Age (years) 58.0+5.3 59.0+5.2 0.7£0.5 58.9+5.6 59.7+5.8 0.8+0.4 <0.001
Weight (kg) 91.6+14.4 86.3+12.1 -5.3+4.4 90.3£19.3 84.0+17.9 -6.3+5.2 <0.001
BMI (kg/m?) 33.4+3.9 31.543.6 -1.9+1.5 32.3+4.0 30.043.5 2.3+1.8 <0.001
Waist circumference (cm) 109.5£13.0  104.7+10.5 -4.9+6.6 107.3+12.9 103.2£12.5 -4.145.8 <0.001
Hip circumference (cm) 112.2+8.1 109.4+8.4 2.9+4.1 110.6£10.6 106.6+8.9 -3.9+4.3 <0.001
Total fat mass (kg) 37.249.7 32.7+8.8 -4.4+4.1 37.3+10.1 32.2+8.8 -5.1+3.8 <0.001
Lean body mass (kg) 51.0+11.6 50.7+11.7 -0.2+11.5 49.9+12.1 48.8+11.5 -1.1£1.5 <0.001
Android fat mass (g) 3820+1191 3158+973 -662+670 3978+1309 3238+1168 -740+460 <0.001
Gynoid fat mass (g) 5816+1890 50971750 S719+£722 56251771 4798+1468 -827+730 <0.001
Android/gynoid (g/g) 0.70+0.23 0.66+0.20 -0.04+0.07 0.75+0.29 0.70+0.26 -0.05+0.05 <0.001
Basal metabolic rate (kcal/d) 1457+278 14264282 -41£193 14424263 1416+294 -26+258 0.37

Energy intake (kcal)! 2121+585 1817662 -304+339 2155+647 2006604 -150+617 <0.001
Fat intake (% kcal)! 35.0£6.6 30.6+7.6 -4.4%5.6 35.7+4.7 30.8+7.2 -5.0£6.3 <0.001

64



Carbohydrate intake (% kcal)!
Protein intake (% kcal)’
Alcohol intake (% kcal)'

Fasting parameters

Systolic blood pressure (mm

Hg)

Diastolic blood pressure (mm
Hg)

Plasma cholesterol (mmol/L)
Plasma non-HDL-C (mmol/L)
Plasma LDL-C (mmol/L)
Plasma HDL-C (mmol/L)
Plasma TGs (mmol/L)
Plasma NEFAs (mmol/L)
Plasma ApoA-I (g/L)

Plasma PCSK9 (ng/mL)
Mean LDL size (A°)

Plasma glucose (mmol/L)
Plasma insulin (pU/mL)
Plasma C-peptide (ng/mL)
HOMA-IR (mmol/Lol/L) x
(nLU/mL)

45.2+7.9
16.943.2
2.864.16

121+20

75+11

4.47+0.62
3.04+0.60
2.44+0.53
1.43+0.60
1.32+0.72
0.47+0.21
1.53+0.31
262+64
270+4
5.240.4
18.7+7.0

289+123

4.3£1.7

48.6+8.1
18.4+4.2

2.474.62

119+19

74+£9

4.37+1.02
2.86+0.85
2.454+0.72
1.51+0.57
0.91+0.40
0.49+0.22
1.59+0.35
246+59
27243
5.1+£0.5
15.6+3.7

243+108

3.540.8

3.4+45.8
1.4+4.6

-4.7+49.8

-2.348.2

-1.3+£5.7

-0.10+0.65
-0.18+0.56
0.01+0.45
0.08+0.17
-0.41+0.58
0.02+0.16
0.07+0.22
-16+69
1.6+4.0
-0.03+0.32
-3.1+7.1

-0.3+£0.6

-0.8+1.5
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44.3+5.8
17.0£3.0
2.974.35

124+15

79+£8

6.29+1.05%#
5.01+1.04%#
3.77+0.74%#
1.28+0.41
2.70+£1.95%#
0.49+0.13
1.56+0.31
314+118
265+8%
5.3£0.6
21.0+£8.0

371+143

4.9+1.9

46.5+6.1
19.843.3
2.853.82

124+14

79+8

5.90+1.21%#
4.55+1.10%#
3.76+0.94%#
1.35+0.41
1.74+0.85%#
0.47+0.16
1.56+0.26
290+93
267+7%
5.0£0.4
15.347.1

272+107

3.5+1.9

2.246.3
2.9+4.1

34.9+100.4

0.3+12.3

0.0£6.0

-0.39+0.68
-0.45+0.66
-0.01+£0.61
0.07+0.15
-0.96+1.74
-0.02+0.12
0.00+0.19
-24+107
2.0+6.2
-0.26+£0.41
-5.7+6.9

-0.4+1.5

-1.4+1.7

0.009
0.006
>0.99

0.44

0.52

<0.001
<0.001
0.96
0.007
0.003
0.94
0.30
0.18
0.039
0.025
<0.001
0.06

0.001



Botnia Clamp parameters

1* phase GIISvarT (LU/mL) 898+720 847+563 -51£355 1125+731 738+461 -387+451 <0.001
2" phase GIISvarr (WU/mL) 2698+1405  2301+980 -396£1078  4029+2296% 241441493 -1615+1635% <0.001
Total GIISrvGrT (LU/mL) 35961972 3149£1425 -448+1332 515442963 3153+1875 2200119278 <0.001
Total C-peptide secretionivgrr <0.001
289+123 243+108 -46+107 374£139 275+105 -100+80
(ng/mL)
Total AUCvGrr glucose 0.050
657+78 653+55 -4+72 669+78 626+65 -43%50
(mmol/L)
IS (GIRClamp mg/kg*min) 12.25+3.47 13.3+4.4 1.1+4.2 9.70+3.35* 11.5+3.1* 1.8+2.4 0.014
IS (M/Iclamp (Mmg/kg*min) 0.057+0.03 0.042
0.059+0.029  0.002+0.031  0.039+0.018  0.055+0.019 0.0160.020
/(wU/mL))?
Sub-study parameters Low baseline plasma apoB (N=12) High baseline plasma apoB (N=13)
Baseline Post- Changes Baseline Post- Changes P value
intervention intervention
Fasting plasma apoB (g/L) 0.79+0.16 0.900.17 0.10+0.18  1.22+0.18%#  1.23+0.37%# 0.010.21 0.16
Fasting plasma TGs (mmol/L) 1.20+0.59 1.11+0.57 -0.09£0.40  2.03%1.01% 1.69+0.89% -0.34+0.61 0.05
Fasting plasma apoB48 (mg/L) 5.91+3.47 5.50+4.45 -0.41+4.89 9.35+4.65 7.22+5.00 -4.25+8.45 0.17
1AUCeh TGs (mmol/L) 5.76+2.95 5.67+3.66 -0.09+2.01 6.94+3.75 6.91+4.30 -0.03£2.10 <0.001
AUCeh *C-TGs (umol/L) 3274231 443324 1344229 4344239 573434 1404244 0.008
% 13C recovered in breath 6.74+2.45 5.93+2.01 -0.81x1.75 6.04+1.89 6.36+2.78 0.32+1.53 0.46
1AUCsn apoB48 (mg/L) 38.3+21.9 19.9+£14.2 -18.5+£21.8 47.0£14.3 21.8422.8 21.0£27.8 <0.001

66



Gynoid WAT function (*H

lipids) (nmol *H-TGs 58743.19  3.53+2.56 23443.68  2.75+2.04 4.6143.59 1.8622.73%* o
hydrolyzed/ mg)?

Gynoid WAT function *H 027
lipids) (nmol *H-NEFAs uptake/  4.37+1.73 7.8146.10 3.5+7.2 4.21+2.66 3.99+2.30 -0.243.6

mg)*

Data are presented as average + SD. Statistical analysis conducted using RM 2-way ANOVA, P value in table is for the time-effect,
#p<0.05, ¥ p<0.01, *# p<0.001 for group-effect. When the group x time interaction was significant, * p<0.05, ** p<0.01 for difference
from low apoB group, and ® p<0.001 for difference from baseline (data in bold). For the principle study parameters, N=9 men and
N=10 women per group except ! for N=8 men and N=9 women in the high apoB group and ? for N=8 men in the low apoB group for
missing data. For the sub-study parameters, N=6 women and N=6 men for the low apoB group and N=7 women and N=6 men for the
high apoB group except * for N=5 women for the low apoB group and N=6 women and N=5 men for the high apoB group, * for N=5

women and N=1 man for the low apoB group and N=6 women and N=3 men for the high apoB groups for missing data.
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 1: Subject flow chart
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Online Supplemental Material
Supplemental Figure 2: Individual changes in body composition in response to the 6-months

hypocaloric diet intervention (N=26 men and N=33 women).
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Online Supplemental Material
Supplemental Figure 3: Subject individual changes in fasting plasma lipoprotein-related
parameters in response to the 6-months hypocaloric diet intervention (N=26 men and N=33

women)
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 4: Individual changes in response to the 6-month hypocaloric diet in 1% phase, 2"
phase and total GIISivarT (A-C), total C-peptide secretionivgrt (D), and IS (GIRclamp and M/Iciamp, E and
F) during the Botnia clamp, and in % '*C recovered in breath CO; (G), postprandial plasma clearance of
total TG, dietary '3C-TG and chylomicrons (H-J), and ex vivo gynoid WAT function (using *H-TRL and
SH-NEFA, K and L) during the 6-hour measurement of postprandial fat metabolism (Panels A-F included
N=26 men and N=33 women, except panels E where N=31 women, and F where N=25 men and N=31
women. Panels G-L included N=12 men and N=13 women, except panel J where N=11 men and N=13
women, panel K where N=11 men and N=11 women, and panel L where N=4 men and N=11 women for

missing data).
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 5: Pearson correlation of the post-intervention change in BMI with changes in 1%
phase, 2" phase and total GIISivgrr (A-C), total C-peptide secretionivgrr (D), and IS (GIRciamp and
M/I¢lamp, E and F) during the Botnia clamp, and in fasting and postprandial plasma clearance of total TG
(G and H), postprandial plasma clearance of dietary '*C-TG (I), fasting and postprandial plasma
clearance of chylomicrons (J and K) and ex vivo gynoid WAT function (using *H-TRL, L) during the 6-
hour measurement of postprandial fat metabolism (Panels A-F included N=26 men and N=33 women,
except panels E where N=31 women, and F where N=25 men and N=31 women. Panels G-L included
N=12 men and N=13 women, except panel K where N=11 men and N=13 women and panel L where

N=11 men and N=11 women for missing data).
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 6: Pearson correlation of the post-intervention change in android fat mass
with changes in 1% phase, 2" phase and total GIISivarT (A-C), total C-peptide secretionvarr (D),
and IS (GIRclamp and M/Iclamp, E and F) during the Botnia clamp, and in fasting and postprandial
plasma clearance of total TG (G and H), postprandial plasma clearance of dietary '3C-TG (1),
fasting and postprandial plasma clearance of chylomicrons (J and K) and ex vivo gynoid WAT
function (using *H-TRL, L) during the 6-hour measurement of postprandial fat metabolism
(Panels A-F included N=26 men and N=33 women, except panels E where N=31 women, and F
where N=25 men and N=31 women. Panels G-L included N=12 men and N=13 women, except
panel K where N=11 men and N=13 women and panel L where N=11 men and N=11 women for

missing data).
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 7: Pearson correlation of the post-intervention change in gynoid fat mass
with changes in 1% phase, 2" phase and total GIISwverr (A-C), total C-peptide secretionryGrr
(D), and IS (GIR¢lamp and M/Iclamp, E and F) during the Botnia clamp, and in fasting and
postprandial plasma clearance of total TG (G and H), postprandial plasma clearance of dietary
BC-TG (1), fasting and postprandial plasma clearance of chylomicrons (J and K) and ex vivo
gynoid WAT function (using *H-TRL, L) during the 6-hour measurement of postprandial fat
metabolism (Panels A-F included N=26 men and N=33 women, except panels E where N=31
women, and F where N=25 men and N=31 women. Panels G-L included N=12 men and N=13
women, except panel K where N=11 men and N=13 women and panel L where N=11 men and

N=11 women for missing data).
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 8: Pearson correlation of the post-intervention change in ex vivo gynoid
WAT function with changes in 1 phase, 2" phase and total GIISivgrr (A-C), total C-peptide
secretionivgrT (D), and IS (GIRclamp and M/Iciamp, E and F) during the Botnia clamp, and in
fasting and postprandial plasma clearance of total TG (G and H), postprandial plasma clearance
of dietary '*C-TG (1), fasting and postprandial plasma clearance of chylomicrons (J and K) and
ex vivo gynoid WAT function (using *H-TRL, L) during the 6-hour measurement of postprandial

fat metabolism (N=11 men and N=11 women for missing data).
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Online Supplemental Material

Supplemental Figure 9: Pearson correlation of the post-intervention change in postprandial
plasma clearance of dietary '3C-TGs with changes in 1% phase, 2™ phase and total GIISvarT (A-
C), total C-peptide secretionrvgrt (D), and IS (GIRclamp and M/I¢iamp, E and F) during the Botnia
clamp, and in fasting and postprandial plasma clearance of total TG (G and H), postprandial
plasma clearance of dietary 'C-TG (I), fasting and postprandial plasma clearance of
chylomicrons (J and K) and ex vivo gynoid WAT function (using *H-TRL, L) during the 6-hour
measurement of postprandial fat metabolism (Panels A-F included N=26 men and N=33
women, except panels E where N=31 women, and F where N=25 men and N=31 women. Panels
G-L included N=12 men and N=13 women, except panel K where N=11 men and N=13 women

and panel L where N=11 men and N=11 women for missing data).
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Abstract

BACKGROUND/HYPOTHESIS: Reduced insulin sensitivity (IS) and increased glucose-
induced insulin secretion (GIIS) are major risk factors for type 2 diabetes (T2D). Hypocaloric
diets reduce these risk factors in obese subjects; however, large inter-subject variability exist in
the response to these interventions and dietary components that relate to this variability remain
unclear. Fiber intake modulate IS and GIIS with isocaloric interventions. We hypothesized here
that changes in fiber intake following a hypocaloric diet explains the variability in IS and GIIS

in overweight/obese subjects.

METHODS: Fifty-five subjects (45-74 years, BMI >27 kg/m?, without chronic diseases)
completed a 6-month hypocaloric diet (-500kcal/day). Baseline and post-intervention dietary
intake were evaluated using 3-day food recall. GIIS and IS were measured using 1-hour
intravenous glucose-tolerance test (IVGTT) followed by 3-hour hyperinsulinemic-euglycemic

(HIEG) clamp, respectively.

RESULTS: Subjects had an average weight-loss of -5.02+4.66% with decreased energy (-
11.1£22.6%) and fat (-19.9431.0%) intakes. Post-intervention percent change in fiber intake
correlated with that in 2™ phase GIISwvgrr (r=-0.44, p<0.001) and IS (IVGTT AUC
glucose/AUC insulin: r=0.45, p<0.001, and M/Iclamp: 1=0.31, p=0.029). Adjustment for sex and
percent changes in BMI and energy intake did not eliminate its association with changes in 2"
phase GIISivgrr or IS measured during the IVGTT, and was independent of changes in other
macronutrients. Compared to sex-matched subjects with post-intervention decrease in fiber
intake (N=27, -22.1 + 15.7%), those with increased fiber intake (N=28, 31.3+29.0%) had a
greater decrease in 2™ phase GIISivarr (increased fiber=-28.1+30.5% vs decreased fiber=-

9.4+23.6%, p<0.001) independent of changes in BMI, android or gynoid fat, or energy intake.

CONCLUSION: Diftferences in fiber intake during a hypocaloric diet may explain inter-subject
variability in 2" phase GIISivarrand associated IS, independent of sex and changes in adiposity
and energy intake. Fiber-enriched hypocaloric diets may increase the effectiveness of these

intervention to prevent T2D with in obese subjects.
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Introduction

Diabetes is a disease of increasing prevalence around the world. It affects an estimated
422 million adults in 2014, almost a 4-fold increase since 1980 (1), with type 2 diabetes (T2D)
representing more than 90% of all cases (2). A prediabetes state precedes T2D, characterized by
abnormalities in insulin sensitivity (IS) and glucose-induced insulin secretion (GIIS) (3).
Whereas a small amount of GIIS is needed to maintain normal plasma glucose in healthy
individuals with high IS, increased GIIS is needed to compensate for progressive insulin
resistance (IR) that characterizes subjects with prediabetes, particularly in conjunction with
obesity (3, 4). In time, this is believed to promote B-cells exhaustion and apoptosis, reduced

GIIS and induction of T2D in susceptible subjects (5, 6).

Many risk factors are known to promote the progression from prediabetes to T2D, some
of which are not modifiable such as genetic and aging, while others are, including obesity and
an unhealthy lifestyle (1). Targeting these modifiable risk factors with behavioral modification
programs has been shown to prevent T2D in high-risk obese subjects (7). Hypocaloric diet-
induced weight loss of 5-10% is commonly recommended to target obesity-associated risk
factors for T2D (8). However, it is well appreciated that large inter-subject variations exist in
the metabolic response to these interventions that is not explained by weight loss per se and may

be related to the dietary composition of the diet.

High fiber intake is associated with low risk for T2D in many cross-sectional and
prospective studies (9). In the Nurses Health Study in over 75,000 middle-aged women, higher
intake of whole grain was associated with lower incidence of T2D over 10 years after adjustment
for multiple covariates (10). In the Insulin Resistance Atherosclerosis Study (IRAS, 1992-1994),
higher usual fiber intake, assessed by food frequency questionnaire, was associated with better
IS assessed using intravenous glucose tolerance test (IVGTT) in 978 middle-aged adults (11).
Moreover, in interventional studies with weight-maintenance diets, high fiber intake consumed
from food items (12-15) or via supplementation (16-20) improved IS and GIIS in lean, obese or
diabetic subjects. Together this data suggests that differences in fiber intake may explain inter-
subject variations in IS and GIIS following a hypocaloric diet. However, this has not been

examined.
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Thus, we tested the hypothesis that high fiber intake is associated with amelioration in
GIIS and IS in overweight and obese subjects following a hypocaloric-diet, independent of
changes in body composition, total energy or macronutrient intakes. This was examined in post-
hoc analysis of a 6-month hypocaloric dietary intervention in a cohort of 55 overweight and
obese who were free of chronic disease including diabetes, where gold-standard techniques
combining 1-hour IVGTT follow by 3-hour hypeminsulinemic euglycemic (HIEG) clamp were

used to measure GIISivgrT and IS, respectively.
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Methods

Study population and design: This is a prospective study with a 6-month intervention aiming
at examining the changes in IS, GIIS, postprandial fat clearance, ex vivo white adipose tissue
function and inflammation following a hypocaloric diet. The association of fiber intake with
changes in IS and GIISivgrT only are presented in this post-hoc analysis of the study. Subjects
were recruited by advertisements in local newspapers. Inclusion and exclusion criteria were
previously reported (21-25). In brief, men and post-menopausal women were aged 45—74 years,
non-smokers, had a BMI > 27 kg/m?, a sedentary lifestyle, and a low alcohol consumption.
Exclusion criteria included; high risk for CVD (>20% of Framingham Risk Score), CVD and
hypertension requiring medication, diabetes, cancer (within the past 3 years), kidney or hepatic
dysfunction, use of drugs affecting metabolism (including hormone-replacement therapy except
thyroid at stable dose), lack of time for the completion of the study, and all other medical/
psychological conditions deemed inappropriate by the physician. All subjects gave their
informed consent to participate to the study, and the study was approved by the Human Ethics
Board at the IRCM.

Subjects underwent a 4-week weight stabilization period verified by weekly visits to the
IRCM aiming at maintaining weight within 2 kg range (26). During weight-stabilization, 3-day
food recalls were completed by the subjects (2 week-days, 1 weekend) and were verified by the
dietitian for completion upon reception. The assessment of baseline GIIS, IS and body
composition was then conducted. Subjects were placed on 6-months hypocaloric diet and the
post-intervention 3-day food recalls were completed in the last week of the intervention. A 4-
week post-intervention weight-stabilization period followed the hypocaloric intervention, after

which the baseline measurements were repeated.

Anthropometry and metabolic measurements: Body composition was measured by dual
energy X-ray Absorptiometry (iDXA, GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Height was
measured with a stadiometer to the nearest 0.1 cm. Weight was measured by a digital scale to
the nearest 0.1 kg. Waist and hip circumference were measured the average of 3 measurements
above the iliac crest and at the largest part of the buttocks, respectively, taken with a measuring

tape by a trained member of the research team. Plasma lipids and apoB were measured by an
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automated analyzer (Cobas Integra 400, Roche Diagnostic, Basel, SWE), plasma glucose by an
automated analyzer (YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, USA), and serum insulin and C-
peptide by radioimmunoassay kits (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) as reported (21-

25). Sample analyses were conducted in a blinded manner using subject identification number.

Dietary intervention: The hypocaloric diet was administered during individual sessions by 2
registered dietitians (25). Daily energy needs were estimated from basal metabolic rate,
measured by indirect calorimetry (Vmax Encore, Carefusion, San Diego, CA, USA), multiplied
by a sedentary physical activity factor of 1.4, from which 500 kcal were subtracted (26). The
diet was adapted to the subject’s habits and needs, based on Canada’s Food Guide and Health
Canada’s guidelines, and was composed of 45-65% carbohydrate, 20-35% fat and 15-35%
protein (27). To encourage compliance, subjects met monthly with the study dietitian for 1 hour
at baseline and during the intervention. During these visits, body weight was recorded and
subjects received written and oral counseling on 7 consecutive sets of nutritional topics
covering: 1) recommended daily intake of the 6 food groups, 2) energy balance and how to
achieve a negative balance to lose weight, 3) types of fat with the aim to decrease the intake of
total, saturated and trans fats and increase the intake of unsaturated fats, 4) dietary fiber and
their advantage in promoting satiety, 5) proteins and their advantage in promoting satiety, 6)
energy density with the aim to increase the intake of low energy-dense items, and 7) strategies

to control appetite during meal consumption.

Food recalls: Subjects were instructed on how to complete the food recalls by a dietitian. Each
food record included two weekdays and one weekend day. Details on the food items were noted
down (e.g. type, brand) and the recalls were revised by the dietitian together with the study
subject to avoid missing data. Completed food recalls were then analyzed using The Food
Processor (version 11.3.285, ESHA Research, Salem, OR), with a Canadian Database. Average

of the three days were used for the analyses.

Insulin sensitivity and secretion technique: Separate measurements of GIISivgrr and IS were
conducted using a modified Botnia clamp (28) as previously reported (21, 23-25). Glucose-
induced insulin and C-peptide secretions were measured during 1-hour intravenous glucose

tolerance test (IVGTT, 0.3 g glucose/kg body weight). First phase, second phase and total
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GIISiverT and C-peptide secretioniyvart were measured as the area under the curve (AUC) of the
first 10 minutes, the following 50 minutes and the total 60 minutes of the IVGTT, respectively.
IS during the IVGTT was estimated from AUC glucose/AUC insulin. Insulin sensitivity was
then measured using a 3-hour HIEG clamp, during which hyperinsulinemia was maintained
using a primed exogenous insulin infusion (75 mU/min*m?) while plasma glucose was
maintained between 4.5 to 5.5 mmol/L using 20% dextrose infusion. Insulin sensitivity was
expressed as glucose infusion rate divided by plasma insulin in the last 30-minutes of the clamp
(expressed as M/Iclamp) (21, 23-25). Three-days prior to the Botnia clamps, subjects were
reminded by a phone call to maintain a high carbohydrate intake of at least 300 g/day for men
and 225 g/day as previously published (21, 23-25).

Separation of the subjects into groups of post-intervention increase versus decrease in
fiber intake: We divided the study population (N=55) around the median of percent post-
intervention change in fiber intake (men: 3.64 % and women: -10.7%) per sex to account for
sex-differences in the measured parameters. Average % change in fiber intake was -22.1 +
15.7% in the group with decreased fiber intake (N=15 women and N=12 men) and 31.3 +£29.0%

in the group with increased fiber intake (N=15 women and N=13 men).

Statistical analysis: Data are presented as mean + standard deviation (SD). Group differences
before and after the intervention were analysed by RM 2-way ANOVA with (group x time)
interaction. When group x time interaction was significant, intra- and inter-group differences
were measured by paired and independent Student t-test, respectively. The association between
the examined variables was analysed by Pearson correlation per sex. When no-sex differences
existed in the regression lines (in slope and elevation), data from women and men were pooled
and a solid regression line was presented on the graphs. Stepwise forward regression analysis
was used to predict percent changes in GIISivgrr and IS, and were adjusted for sex and percent
changes in BMI and in energy intake. Independent variables entered in the regression models
were percent changes in carbohydrate, protein, fiber, sugar, fat and saturated fat. Statistical
analyses were performed using SPSS V19, while the analyses of the AUC and the sex-
differences in regression lines were performed using GraphPad Prism V7 (GraphPad Software,

La Jolla, CA, USA). Significance was set at p<0.05.
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Results

Fifty-nine subjects completed the 6-months hypocaloric intervention (25). As complete
dietary data was available from 55 subjects (30 women, 25 men), this analysis is conducted on
55 subjects only. Following the hypocaloric diet, subjects lost an average of 5.0 + 4.7% of their
initial body weight; and had a decrease in all measures of a total and central adiposity as
presented in Table 1. Women and men had a decrease in the measures of GIISivarr (2™ phase
and total GIIS, and total C-peptide secretion), while 1% phase GIISivgrr was decreased in women
only. Insulin sensitivity measured during the IVGTT (AUC glucose/AUC insulin) was increased
in both sexes, while that measured independent of GIISivrr during the HIEG clamp (GIRclamp
and M/Iclamp) Was increased in men only. There was a significant decrease in the intakes of total
energy, fat and saturated fat in both men and women, while the intakes of carbohydrate, fiber,

sugar and protein were unchanged.

There was no association between post-intervention percent changes in energy intake
with that of GIISivgrr in men (1% and 2™ phase GIISivarr, Figure 1A and 1B), while there was
a negative association with percent change in 2" phase GIISivgrr in women (Figure 1B).
Moreover, there was no association between percent changes in energy intake with any measure
of IS (IVGTT AUC glucose/AUC insulin and M/I¢lamp, Figure 1C and 1D) in both sexes.
Similarly, there was no correlation between the percent change in BMI with all measures of
GIISiverr and IS (Figure 2) except in men, where it correlated positively with percent change
in 2" phase GIISivarr (Figure 2B) and negatively with that of IS (M/Iciamp, Figure 2D). On the
other hand, there was a much stronger correlation between changes in measures of IS and
GIISiverr with that of fiber intake. Percent change in fiber intake was negatively correlated with
percent change in 2" phase GIISvarr (Figure 3B), and with both measures of IS (IVGTT AUC
glucose/AUC insulin and M/Iciamp, Figure 3C and 3D) with no sex-differences.

To explore whether the correlations between percent change in fiber intake with those
of GIISivGrT and IS were dependent on changes in adiposity and energy intake, stepwise forward
regression analysis was conducted. As presented in Table 3, after adjustment for sex, percent
change in BMI and percent change in energy intake, percent change in fiber intake remained the

primary predictor of percent change in 2" phase GIISivgrr and IS measured during the IVGTT
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(AUC glucose/AUC insulin). However, this adjustment eliminated the association of percent
change in fiber intake with that of IS measured during the HIEG clamp (M/I¢lamp). None of the
percent changes in macronutrients (carbohydrates, protein, fat, saturated fat, and sugar) were
retained in these regression models. Moreover, none of the macronutrients, including fiber, was
predictive of 1st phase and total GIISivgrr after adjustment for sex and percent changes in

energy intake and BMI.

Group-differences in subjects with post-intervention decrease versus increase in fiber
intake: Although average post-intervention absolute (Table 1) and percent change (5.08 + 35.6
%) in fiber intake was not significantly changed following the intervention, about half the study
population decreased, while the other half increased fiber intake over the 6-month intervention
(Figure 4A and 4B). Thus, we separated the study population based on median % change in
fiber intake per sex. As presented in Table 3, there were group-differences in anthropometric
and dietary parameters, where subjects with higher fiber intake had lower total and android body
fat, and hip and waist circumferences than subjects with decreased fiber intake. They also had
higher total energy, fat, saturated fat, carbohydrate, fiber and protein intakes. Both groups
decreased all measures of total and central adiposity following the intervention, and decreased
total energy, fay and saturated fat intake. Both groups also had post-intervention amelioration
in fasting (plasma insulin and glucose) and Botnia clamp measures of GIISivgrr (decreased 1%
phase, 2" phase and total GIISivgrr and total C-peptide secretionivgrr) and increase in IS

(IVGTT AUC glucose/AUC insulin and M/Iciamp).

However, subjects with increased fiber intake had a greater post-intervention decrease
in android and gynoid fat and decrease in 2" phase and total GIISivgrr. Adjustment for %
change in android fat did not eliminate group-differences in % change in 2" phase (p=0.020) or
total (p=0.048) GIISivgrr, while only group differences in % change in 2™ phase GIISivarr
remained significant after adjustment for % change in gynoid fat (p=0.023). Finally, as was
conducted for the whole group of 55 subjects, adjustment for % change in energy intake or BMI
did not eliminate group-differences in % change in 2" phase GIISvsrT (p=0.033 and p=0.023,
respectively) (N.B. the 2 parameters cannot be adjusted concomitantly given the smaller sample

size).
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Discussion

In this weight-loss study in 55 overweight and obese subjects we report that 1) the
increase in fiber intake during a hypocaloric diet was associated with decreased 2" phase
GIISivarr and increase IS, independent of sex and changes in BMI and energy intake and 2)
compared to sex-matched subjects who decreased fiber intake, those who increased fiber intake
had a greater decrease in 2" GIISivarT, independently of changes in android fat, gynoid fat,

BMI and energy intake.

While evidence on the effect of increasing fiber intake on IS and GIISivgrr is lacking
during a hypocaloric diet, ameliorations in these risk factors were reported in several
randomized controlled crossover trials with isocaloric fiber-rich or fiber-supplemented diets.
Consuming a whole-grain (fiber-rich) diet for 6-weeks resulted in lower fasting plasma insulin
and higher HIEG clamp measure of IS than consuming a refined grain diet for the same period
in a cohort of 11 hyperinsulinemic overweight or obese subjects (13). In 7 women with an
history of gestational diabetes and impaired glucose tolerance, substituting a high glycemic
index/ low fiber bread for a low glycemic index/ high fiber bread for 3 weeks reduced GIISiverr
without affecting HIEG clamp IS (14). Additionally, supplementation with resistant starch (a
type of insoluble fiber), containing 60, 30 and 40 grams per day over 24 hours, 4 weeks and 8
weeks, respectively, improved IS measured during a meal tolerance test (16, 17) and HIEG
clamp (16, 18) compared to a placebo. The lower AUC of plasma insulin during the meal
tolerance test after the resistant starch supplementation was attributed to faster clearance of
plasma insulin, as C-peptide was not affected (16, 17). On the other hand, while insoluble oat
fiber supplementation (31.2 grams/day) added in bread for 3 days improved IS measured by
HIEG clamp in 18 overweight or obese women compared to white bread, it had no effect on
insulin clearance (19). Finally, in a study in 89 subjects with features of metabolic syndrome,
comparing 4 diets (high cereal fiber, high protein, mix of fiber and protein, and control, achieved
with supplements and emphasis on certain foods for 6 weeks of intense counselling and 12
additional weeks without counselling) showed improvements in HIEG clamp IS with the high

cereal fiber diet only (20).

95



Secretion of insulin in response to glucose requires 2 phases; the 1% phase involves the
fusion of “readily releasable pool” of granules (~ 50-200) that are pre-docked (29), or situated
close to (30), the plasma membrane, which induces a quick discharge of insulin into the
circulation (31). The 2" phase represents a “reserve pool” of storage granules that are mobilized
in response to glucose and produces a substantial and prolonged GIIS (29). Quantitatively, the
2" phase insulin secretion represents the bulk of total insulin secretion (~ 80%) (29) as also
demonstrated here. Moreover, current knowledge on the progression from normal glucose
tolerance to T2D in humans favors a 2-step model (6, 32). In the 1% step, normal glucose
tolerance progresses to impaired glucose tolerance with progressive IR driving higher insulin
secretion. In the 2™ step, impaired glucose tolerance progresses to T2D, with the progressive
loss of B-cell function and eventual decline in insulin secretion. First phase GIIStvgrr is the most
affected during the progressive loss of B-cell function (6, 32). Our study demonstrated that
increasing fiber intake during hypocaloric-diet was associated with decreased 2™ phase
GIISwvgrr, but not with 1% phase GIISivgrr or total C-peptide secretionvarr, and with increased
IS measured during the IVGTT and HIEG clamp. Adjustment for sex and changes in BMI and
energy intake eliminated the association of fiber intake with IS measured during the clamp. This
suggests that the positive association of fiber intake with IS is not independent of reduced 2™
phase GIISivgrr, which being the bulk of total GIISivgrt, has a major effect on improved IS.
This was also confirmed using a separate analysis in subjects with decreased versus increased
fiber intake, as only the group-differences in 2™ phase GIISiverr remained significant after
adjustment for changes in BMI, energy intake, android or gynoid fat. Moreover, given that
changes in plasma C-peptide was not correlated with changes in fiber intake in any analysis, the
effect of fiber intake is likely related to increased insulin clearance rather than decreased insulin
secretion, as was previously shown for resistant starch supplementation with isocaloric diet (16,
17). Of note, despite their adiposity, subjects included in this study were free of any chronic
disease and with normal fasting glucose, which represent is a very early stage in step 1 towards
progression to T2D, if ever. Thus, it is not surprising that there was no improvement in a likely
already normal 1% phase GIISvgrr with the hypocaloric diet nor was there an association of

changes in fiber intake with that of 1% phase GIISivGrr.
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Fiber intake may affect GIISivgrr and/or IS via several mechanisms. Fiber-rich diets
delay gastric emptying and increase satiety (33-36), which may promote lower food intake and
weight-loss that are well documented to improve IS (8, 37). This was also documented in this
study where adjustment for sex and change in BMI and energy intake eliminated the association
of change in fiber intake with that of measure of M/I¢iamp, Which is a measure of IS that is
independent of GIISivgrr. Fiber-rich diets may also reduce the availability and the absorption
of certain nutrients, such as carbohydrates, lipids and cholesterol (36, 38, 39), which may
explain why fiber intake is associated with lower body weight and greater weight loss with
hypocaloric diets as also documented here (33, 40). Additionally, certain types of fiber, such as
psyllium and B-glucan, reduce plasma apoB concentrations (41-44). ApoB-lipoproteins promote
the dysfunction of pancreatic B-cells (45, 46) and their plasma concentration predict the
development of T2D in several populations independent of traditional risk factors (47-50).
Plasma apoB is also associated with major risk factors for T2D such as inflammation (51),
insulin resistance (21, 23), glucose-induced hyperinsulinemia (21, 23) and white adipose tissue
dysfunction (22), as shown by our research team. Finally, fiber-rich diets are known to modulate
gut microbiota, to increase bacterial diversity and to promote the growth of certain bacteria types
that ferment fiber and produce short-chain fatty acids (34, 36, 52). Such changes in gut
microbiota are associated with lower risk for T2D and improved metabolic profile (53). It should
be noted however that the association of fiber intake with the amelioration of GIISivGrT and IS
in this study were independent of changes in adiposity and energy intake. Moreover, there were
no group differences in plasma apoB among subjects with increased versus decreased fiber
intake following the intervention. Thus, the effect of fiber intake on the microbiota may be the
most plausible mechanism. Alternatively, it may be the concomitant effects of all these
mechanisms transcribing during the 6-month intervention, which were not reflected in a single

measure of post-intervention changes.

It is important to note that this was a post-hoc analysis of a weight-loss study, where the
increase in fiber intake was not the primary outcome. Subjects received counselling on how to
increase fiber intake to more than 25 g/day. Analysis of the dietary data revealed however that
many subjects were within target fiber intake at baseline, which may have limited further

increase in fiber intake following the intervention. Additionally, there was no distinction
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between soluble or insoluble fiber nor between the food sources of the fiber, which may have
different effects on the measures of GIISivgrt and IS during the hypocaloric diet. Nevertheless,
the use of the gold-standard Botnia clamp to acquire separate measures of GIISivgrT and IS, and
the profound characterization of the study population allowed to isolate the association of fiber
intake with 2" phase GIISvarr, primarily reflecting increased insulin clearance, independent

of many confounders.

In conclusion, the increase in fiber intake during the hypocaloric diet associated with
improvement in 2™ phase GIISivgrr independent of changes in BMI, energy intake, android or
gynoid fat. We propose that increasing fiber intake during weight-loss intervention reduce the
inter-subjects variability in response to these intervention and increase their effectiveness in the

primary prevention of T2D.
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Figure legend

Figure 1: Pearson correlation of % change in BMI following the 6-month hypocaloric diet with
% change in 1% phase GIISwvarr (A), 2" phase GIISwverr (B), total IVGTT AUC glucose/ AUC
insulin (mM/uU/mL) (C) and M/I¢lamp (D) during the Botnia clamp (n=30 women and 25 men).

Figure 2: Pearson correlation of % change in caloric intake following the 6-month hypocaloric
diet with % change in 1% phase GIISivarr (A), 2™ phase GIISvarr (B), total IVGTT AUC
glucose/ AUC insulin (mM/uU/mL) (C) and M/Ictamp (D) during the Botnia clamp (n=30 women

and 25 men).

Figure 3: Pearson correlation of % change in fiber intake following the 6-month hypocaloric
diet with % change in 1% phase GIISwvarr (A), 2™ phase GIISwarr (B), total IVGTT AUC
glucose/ AUC insulin (mM/uU/mL) (C) and M/Iciamp (D) during the Botnia clamp (n=30 women

and 25 men).

Figure 4: Percent (A) and absolute (B) changes in fiber intake following the 6-month

hypocaloric-induced weight loss study (n=30 women and 25 men).

100



Table 1: Subjects’ characteristics at baseline and post-intervention, and post-intervention percent changes in these

parameters.
Parameters Women n=30 Men n=25 \ p-value
Baseline Post- % change Baseline Post- % change Inter- = Group Time
intervention intervention action | effect | effect
Age (years) 58.345.75 59.0+5.85 1.20+0.82 57.4+6.52 58.0+6.59 1.09+0.85 - - <0.001
Weight (kg) 80.8+12.1 76.7+11.7 -5.01+4.79 100+19.4 95.2420.5 -5.03+4.61 - <0.001 | <0.001
BMI (kg/m?) 31.843.78 30.243.83 -5.03+4.79 33.245.45 31.6+5.74 -4.98+4.55 - - <0.001
Total fat mass (kg) 36.4+8.44 33.0+8.42 -9.34+9.16 36.1£13.3 32.3+14.1 -11.3£10.9 - - <0.001
Android fat mass (g) 3365+994 29031027 14.4£13.3 4303+1609 36761674 -15.5£13.9 - 0.019 | <0.001
Gynoid fat mass (g) 6188+1370 55161412 -11.1£10.0 4745+1810 42661763 -10.38+9.42 - 0.002 | <0.001
Android/gynoid fat 0.55+0.13 0.53+0.12 -3.99+7.30% | 0.93+0.19%%* | 0.87+0.17*%* | -6.19+7.66§ 0.016 | <0.001 & <0.001
Waist (cm) 102+10.7 98.7£11.7 -3.03+6.25 114£12.9 110£14.0 -4.00+4.67 - 0.001 <0.001
Hip (cm) 112+£8.15 108+9.73 -3.67+4.96 109+9.90 107£10.7 -2.06+2.77 - - <0.001
Plasma TC (mM) 5.57+1.16 5.51+1.22 -0.65+9.68 4.90+0.99 4.67£1.01 4.36+13.9 - 0.012 -
Plasma HDLC (mM) 1.55+0.49 1.63+0.48 6.91+14. 1.05+0.20 1.11£0.20 6.61£12.5 - <0.001 | 0.003
Plasma LDLC (mM) 3.30+0.99 3.26+1.03 0.60+12.2 2.76%0.57 2.73+0.80 -0.55421.6 § 0.024 -
Plasma apoB (g/L) 0.91+0.29 0.94+0.31 3.52+15.8 0.96+0.22 0.97+0.28 1.15%18.5 - - -
Plasma TG (mM) 1.59+1.01 1.38+0.90 -8.45+30.7 2.41+1.81 1.994+2.08 -8.60+50.1 - 0.048 -
SBP (mmHg) 120+18.1 120+16.9 0.73+9.77 131£13.5 129+14.5 0.17+8.26 - 0.030 -
DBP (mmHg) 75.849.91 75.9+9.16 0.65+8.58 82.3+8.17 80.7+8.68 -0.75+7.36 - 0.034 -
Botnia clamp
Plasma glucose (mM) 5.08+0.45 4.90+0.47 -3.40+6.93 5.29+0.50 5.21+0.44 -0.96+8.44 - 0.022 | 0.025
Plasma insulin | 18.31%5.55 15.5+8.12 -14.6+30.3+ 23.0£12.2 15.8+6.28 -23.030.1§ 0.032 - <0.001
(uU/mL)
1t phase GIISpgrr | 843+483 680+361 -12.7429.7 1176+977 936+759 -8.06:£44.1 - - <0.001
(uU/mL/10 min)
ond phase GIISvGrrT 2813+1583 2387+1521 -11.3+£27.3% 4355+3785* 299143172 -28.1+28.1*§ 0.006 - <0.001
(uU/mL/50 min)
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Total GIISverr
(uU/mL/60 min)
Total C-peptide

secretionivgrT (ng/ml)
Total IVGTT AUC
glucose/ AUC insulin
(mM/uU/mL)

M/ IClamp
(mg/kg/min)/(uU/mL)

Dietary

Energy intake (kcal)
Fat intake (g)
Saturated fat intake (g)
Carbohydrate intake
(2)

Fiber intake (g)

Sugar intake (g)
Protein intake (g)

36561975

314+118

0.23+0.13

0.052+0.029

1798+£522
70.4425.6
22.449.91
214+74.6

22.446.04
85.6+44.3
77.3£20.8

3068+1810

256+102

0.26+0.11

0.052+0.022

1568+436
52.7£21.5
16.4+7.98
192+48 .4

21.3+7.64
67.7+£27.6
76.4+£21.4

-11.99+26.7%

-18.2+24.6

21.0£33.9

5.77£31.4

-10.2+21.7
-22.9+£22.5
-23.3+28.2
-4.734£25.5

-0.754£36.0
-7.08+48.9
1.654+24.5

5532+4600*

360+159

0.18+0.10

0.041+0.020

2527+497
97.2427.9
31.0£10.1
285+62.9

25.94+8.58
88.5+£34.3
108+31.1

392743737

283+102

0.2340.12

0.062+0.028

2191+£638
79.1+40.3
23.9+13.0
260+74.7

27.84+9.50
88.6+34.1
103+£29.7

24.3£28.7§

-16.9+£30.9

44.8+56.8

63.9+£56.4%**§

-12.2424.0
-16.3+£39.1
-20.0£38.5
-7.38+26.6

12.1£34.5
10.5450.1
-0.37+£29.6

0.015

<0.001

<0.001

<0.001
0.001

<0.001

0.010

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

0.012

Data presented as averages £ SD. Data analyzed by RM 2-way ANOVA with group x time interaction. *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001 for differences from women, and Tp<0.05, I p<0.01, §p<0.001 for differences from baseline. Data in bold represents
statistically significant differences from women. DBP; diastolic blood pressure, GIR; glucose infusion rate, HDLC; high density

lipoprotein cholesterol, IVGTT; intravenous-glucose tolerance test, LDLC; low density lipoprotein cholesterol, SBP; systolic blood

pressure, TC; total cholesterol, TG; triglycerides.
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Table 2: Stepwise forward regression analysis to predict percent changes in GIISivgrr and IS

after the hypocaloric diet intervention by percent change in macronutrients.

Steps Independent variables Coefficients R? p-values
% Change in -23.53 0.001
2" phase Sex 13.04 0.082
GIISwvGrr % Change BMI 0.27 0.783
% Change energy intake -0.03 0.17 0.896
1 ] %Change fiber | 0300 [ 024 | 0.040 |
% Change in 37.60 0.001
IVGTT AUC Sex -16.93 0.167
glucose/ % Change BMI -0.17 0.916
AUCinsulin || % Change energy intake | 001 ___|_. 0.15 | ! 0.984
1 % Change fiber 0.536 0.23 0.026
% Change in 43.13 0.000
M/Ictamp Sex -57.62 0.000
% Change BMI -4.05 0.003
% Change energy intake -0.00 0.43 0.987

Independent variables entered in the regression models were % changes in carbohydrate,

protein, fiber, sugar, fat and saturated fat intake. Regression models were adjusted for sex and

% change in BMI and energy intake. N=55 subjects (N=30 women and N=25 men).
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Table 3: Differences in sex-matched groups separated based on post-intervention % change in fiber intake

Decreased % fiber intake Increased % fiber intake p-values
(N=27) (N=28)
Baseline Post- % Change Baseline Post- % Change Inter- | Group = Time
intervention intervention action | effect = effect

Weight (kg) 93.5+20.8 90.0+22.1 -4.07+3.53 85.7+15.2 80.4+13.3 -5.94+5.45 - - <0.001
BMI (kg/m?) 33.4+5.50 32.145.85 -4.08+3.52 31.443.39 29.5+3.09 -5.8945.43 - - <0.001
Total fat mass (kg) 3924122 36.5£13.3 -7.96+8.57 33.4+8.49 29.0+£7.27 -12.7+10.7 - 0.021 | <0.001
Android fat mass (kg) = 4.11+1.56 3.73+1.68 -10.7+12.4§ 3.48+1.12 2.80+0.87* -18.9+13.5%§ | 0.041 | 0.032 | <0.001
Gynoid fat mass (kg) 5.8241.72 5.42+1.78 -7.28+8.08§ 5.25+1.72 4.49+1.48* -14.1£10.0%*§ | 0.027 ) <0.001
Android/gynoid fat 0.73+0.23 0.70+0.22 -4.03+7.08 0.71+0.27 0.66+0.24 -5.92+7.85 - - <0.001
Waist (cm) 11113 109+14 2.0445.01 104+12 99+11 -4.85+5.80 - 0.009 | <0.001
Hip (cm) 11349 110£12 -2.81+5.03 1088 1057 -3.10+£3.19 - 0.025 <0.001
Plasma TC (mM) 5.15£1.06 5.12+1.26 -1.02£11.2 5.37+1.19 5.14+1.15 3.61+12.4 - - -
Plasma HDLC (mM) 1.34+0.51 1.40+0.51 5.04+11.9 1.30+0.42 1.3940.40 8.44+14.5 - - 0.002
Plasma LDLC (mM) 3.06+0.79 3.00£0.90 -1.94+14.2 3.04+0.94 3.03+1.03 0.74+19.5 - - -
Plasma apoB (g/L) 0.91+0.27 0.94+0.30 3.21+14.6 0.96+0.25 0.97+0.29 1.71£19.3 - - -
Plasma TGs (mM) 1.65+0.95 1.59+0.98 -1.98+36.6 2.27+1.81 1.73+1.99 -14.8+43.3 - - -
SBP (mmHg) 123+18.5 124+19.0 2.58+8.97 126+15.6 124£14.0 -1.71+8.85 - - -
DSP (mmHg) 78.0£11.0 78.349.99 2.1048.59 79.5+8.31 77.7+8.57 -1.83+7.15 - - -
Botnia clamp parameters
Plasma glucose (mM) 5.23+0.54 5.08+0.52 -2.55+7.80 5.12+0.42 5.00+0.44 -2.04+7.69 - - 0.021
Plasma insulin 19.949.63 16.8+8.71 -13.3+30.3 20.9£9.29 14.5+5.51 23.4429.9 ) ) <0.001
(uU/mL)
1* phase GIISvGrT 901+813 7574648 7.22435.7 10844708 835+527 -13.9437.7 ) ) <0.001
(uU/mL/10 min)
2" phase GIISvGTT 344243536 311943240 9.41+23.6+ 358542138 222041045 -28.1£30.5%§ | 0.002 - <0.001
(uU/mL/50 min)
Total GIISvGTT 4343+4258 3876+3818 9.91+21.9¢ 4669+2696 3055+1388 -25.0431.5%§ | 0.005 ) <0.001
(uU/mL/60 min)
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Total C-peptide 326141 266+102 -15.34254 335+142 262+112 -11.5+£66.6 - -
secretionvgrT (ng/ml)

Total IVGTT AUC 0.23+0.13 0.24+0.12 14.4+24.7 0.19+0.11 0.25+0.11 48.6+56.5 - -
glucose/ AUC insulin

(mM/uU/mL)

M/Tetamp 0.046£0.024 = 0.051+0.028 16.4+45.6 0.048+0.028 0.06240.022 48.0+55.8 - _
(mg/kg/min)/(uU/mL)

Dietary parameters

Energy intake (kca]) 2168+598 17554596 -18.5+18.7 20924659 19444634 -4.00+£24.0 - -
Fat intake (g) 82.6+28.3 60.9+29.4 -24.6+£27.1 82.5£31.4 68.4+37.8 -15.3+£34.2 - -
Saturated fat intake 27.4£11.0 18.4+8.98 -30.3+£26.8 25.3£10.7 21.1£12.9 -13.6+36.6 - -
(2)

Carbohydrate intake 253+84.6 211£72.5 -13.74£23.2% 240+£71.3 234+66.6 1.58+26.3* 0.042 -
(2)

Fiber intake (g) 25.8£7.43 20.1£7.01 -22.1+15.7§ 22.3£7.19 28.3+£9.07%** 31.3+£29.0*%**§ | <0.001 -
Sugar intake (g) 89.2+45.0 72.3429.6 -8.05+44.2 84.7+34.6 81.9+34.4 9.51+53.9 - -
Protein intake (g) 91.2426.0 84.1£26.2 -6.11£22.4 91.44+34.0 92.3+30.4 7.33+29.1 - -

Data presented as averages = SD. Data analyzed by RM 2-way ANOVA with group x time interaction. *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001 for differences from decreased % fiber intake group, and {p<0.05, { p<0.01, §p<0.001 for differences from baseline.
Data in bold represents statistically significant differences from subject with decreased % fiber intake. DBP; diastolic blood pressure,
GIR; glucose infusion rate, HDLC; high density lipoprotein cholesterol, IVGTT; intravenous-glucose tolerance test, LDLC; low
density lipoprotein cholesterol, SBP; systolic blood pressure, TC; total cholesterol, TG; triglycerides.
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Figure 1
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Figure 3
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Chapitre 7 : Discussion

Deux prédicteurs importants de 1’amélioration des facteurs de risque de DT2 sont
ressortis de nos analyses, tel qu’exposé dans les deux articles inclus dans ce mémoire. D’abord,
le taux d’apoB plasmatique au début de 1’étude est un prédicteur de 1’augmentation de la
fonction du TAB et de la SI, ainsi que de la diminution de la SIIG apres 1’intervention de dicte
hypocalorique. Cette relation demeure, dans le cas de la SIIG et de la fonction du TAB, méme
aprés ajustement pour le sexe, le changement d’IMC, de masse grasse androide et du ratio
androide/gynoide. Ensuite, le pourcentage de changement d’apport en fibres apres la diéte prédit
I’augmentation de la SI ainsi que la réduction de la SIIG. L’association avec la 2° phase de SIIG
et la SI calculée durant le TTGIV n’est pas éliminée par I’ajustement pour le sexe, le changement
d’IMC et le changement d’apport calorique, et est indépendante des autres macronutriments
(glucides, sucre, lipides totaux et saturés, protéines). Dans les deux articles, la séparation de la
population en deux groupes appariés pour le sexe — selon leur taux plasmatique d’apoB au début
de I’étude (bas vs. haut) ou le changement d’apport en fibres (apport diminué vs. apport
augmenté) — révele de plus importantes améliorations des facteurs de risque de DT2 dans les

groupes «taux d’apoB ¢€levé» et «augmentation de I’apport en fibresy.

Un taux élevé d’apoB lipoprotéines plasmatique est associé a un risque accru de
développer le DT2 ainsi qu’aux facteurs de risque de DT2, tel qu’exposé dans la revue de
littérature. En effet, le taux d’apoB plasmatique prédit I’incidence du DT2 (50-53),
I’inflammation (20, 54), la RI (20, 54), ’hyperinsulinémie en réponse au glucose (20, 30, 144)
et la dysfonction du TAB (30, 44). De plus, des études de notre laboratoire (30, 44) et d’autres
laboratoires (56-59) ont montré que, plus qu’une simple corrélation, I’apoB induit des anomalies
au niveau de la fonction du TAB, de la sécrétion d’insuline et de la SI. Au niveau du TAB,
I’apoB a a la fois un effet chronique, nuisant a la différenciation de pré-adipocytes en adipocytes,
et aigu, induisant une dysfonction de la LPL et réduisant la capacité du TAB a hydrolyser les
TG et stocker les AGL (30, 44). Pour ce qui est de la sécrétion d’insuline, des études sur des
cellules et des modeles animaux montrent une internalisation des particules de LDL dans les
cellules B du pancréas, ce qui induit une réduction de la prolifération de ces cellules et de la

sécrétion d’insuline, et une augmentation de 1’apoptose (56-58). Cela pourrait étre un
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mécanisme liant directement 1’hyperapoB plasmatique au développement du DT2 par la
défaillance des cellules B du pancréas. Une étude sur des cellules musculaires lie quant a elle
I’hyperapoB plasmatique a la RI; I’incubation des cellules avec des lipoprotéines riches en TG
induit des défauts dans le métabolisme des glucides et la signalisation de I’insuline dans les

cellules (59).

Comme expliqué dans la revue de la littérature, chacun des facteurs de risque de DT2
expos¢ dans ce mémoire est reli¢ avec les autres; le TAB dysfonctionnel ne capte pas les TG
des lipoprotéines riches en TG et relache trop d’AGL en circulation (41), ce qui cause des dépots
ectopiques de ces lipides au niveau viscéral, musculaire, hépatique et pancréatique (45), ce qui
augmente la RI périphérique et les anomalies de sécrétion d’insuline (31). L’arrivée de lipides
au foie, couplée a la RI qui limite I’action de 1’insuline d’inhiber la sécrétion de VLDL, stimule
la sécrétion accrue de VLDL et donc fait augmenter le taux d’apoB (23, 29). L’apoB a son tour
accentue la dysfonction du TAB, la RI et des défauts de sécrétion d’insuline (44). Ce cercle
vicieux explique que I’on retrouve souvent ces anomalies simultanément chez un méme sujet et
qu’une anomalie puisse en prédire une autre (20, 30, 44, 54). En effet, dans la population étudiée,
les sujets avec taux d’apoB plasmatique plus €élevé au début de I’intervention présentaient une
moindre SI et une 2° phase de SIIG plus élevée dans le TTGIV. Il est possible que ce soit les
sujets avec taux d’apoB élevé qui aient le plus amélioré leurs facteurs de risque de DT2 puisque
la perte de poids vient arréter I’engrenage entre les différents facteurs de risque, ce qui entraine
des améliorations substantielles. L utilisation de la simple mesure du taux d’apoB plasmatique
a jeun permettrait D’identification des sujets susceptibles d’avoir la meilleure réponse
métabolique a une intervention de diete hypocalorique. Cette identification n’est pas possible
dans notre population en utilisant des indices du métabolisme des glucides a jeun (HOMA-IR,
insuline, c-peptide ou glycémie), puisque ceux-ci n’étaient pas différents entre les sujets avec
taux d’apoB bas ou élevé. De plus, I’utilisation du clamp Botnia pour évaluer la SI et la SIIG

n’est pas possible dans un contexte clinique, puisqu’il s’agit d’un test invasif et long.

Tel que vu dans la revue de la littérature, les interventions entrainant une perte de poids
(diminution de 6 a 12% du poids initial) par die¢te hypocalorique peuvent mener a une réduction
de I’apoB plasmatique (85, 150), et cette réduction peut etre accompagnée d’améliorations dans

certains facteurs de risque de DT2, comme la RI et I’inflammation (150). Dans notre étude, nous
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n’avons pas observé de diminution de 1’apoB apres I’intervention ayant entrainé une perte de
5% du poids, mais les sujets ont tout de méme amélioré les facteurs de risque de DT2 que sont
la dysfonction du TAB, la RI et I’hyperinsulinémie. Il n’a pas été évalué si la diminution de
I’apoB promouvait de plus grandes améliorations de ces facteurs de risque lorsque combinée a

une perte de poids.

Le deuxieme prédicteur de I’amélioration des facteurs de risque de DT2 ayant ressorti
de nos analyses est le changement d’apport en fibre alimentaires. Les fibres alimentaires font
partie des nutriments pour lesquels le plus d’évidences ont été trouvées dans la revue de
littérature quant a la réduction de I’incidence de DT2 et ’amélioration des facteurs de risque de
DT2, autant dans des études épidémiologiques qu’interventionnelles. Un apport élevé en fibres
et en aliments riches en fibres (grains entiers, fruits, légumes, légumineuses, noix et graines),
ainsi que des modeles alimentaires privilégiant ces types d’aliments, ont été associ¢s dans
plusieurs études a une incidence réduite de DT2 (46, 62, 93-96, 119) et a une meilleure SI (24-
28). De plus, les grandes études sur la prévention du DT2 ayant prouvé pouvoir réduire
I’incidence du DT2 dans des populations a risque, telles que le Diabetes Prevention Program,
DaQing IGT and Diabetes Study et la Finnish Diabetes Prevention Study, mettaient I’emphase
sur une diéte riche en fibres (6-8). Plusieurs études randomisées controlées en chassé-croisé ont
démontré pouvoir augmenter la SI en augmentant ’apport en fibres des participants par
suppléments (123, 125, 126, 128), aliments enrichis en fibres (124), ou en mettant I’emphase
sur des aliments riches en fibres (127), et ce apres des interventions aussi courtes que 24 heures
(128). Une diéte riche en fibres a aussi démontré un effet bénéfique sur la sécrétion d’insuline
durant un TTGIV (129). Bien que les fibres n’aient pas été associées directement a la fonction
du TAB dans les études, elles ont été associées a une quantité moindre de TAB viscéral (134),
fraction du tissu adipeux qui est particuliecrement active métaboliquement et associée au
développement du DT2 (41). Une supplémentation d’amidon résistant a aussi démontré
augmenter 1’expression de génes associés au métabolisme des lipides dans le tissu adipeux, ce
qui suggere une meilleure fonction (126). Un lien est également a faire entre la consommation
de fibres et ’apoB : un apport plus €élevé en fibres est associé a un taux d’apoB plus bas dans

une population frangaise (138), et certaines fibres comme le psyllium,
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I’hydroxypropylméthylcellulose et les P-glucanes ont démontré pouvoir réduire 1’apoB

plasmatique lors d’interventions (85, 139, 141).

Bref, ’apport en fibres alimentaires est associé a tous les facteurs de risque de DT2
examinés dans ce mémoire. Cependant, ces liens sont plus évidents avec la RI et
I’hyperinsulinémie qu’avec I’hyperapoB et la dysfonction du TAB. En effet, beaucoup d’études
ont démontré les effets bénéfiques d’un apport €élevé en fibres sur la RI et I’hyperinsulinémie,
alors que dans le cas de I’apoB I’effet est généralement trés modeste, et que dans le cas de la
dysfonction du TAB, ce sont des paramétres associés a une moins bonne fonction plutdt que la
fonction directement qui a été évaluée. De plus, il n’y a pas eu d’amélioration de la fonction du
TAB ou du taux d’apoB en moyenne dans notre population, probablement en raison des critéres
d’inclusion et d’exclusion qui faisaient en sorte que nos participants étaient en santé, ce qui
limite la capacité de faire des analyses corrélatives. Cela peut expliquer I’absence d’associations
observées dans notre population entre le changement d’apport en fibres durant notre intervention
hypocalorique et le changement de fonction du TAB et d’apoB plasmatique. Il est aussi
important de noter que I’ensemble des études dans lesquelles un changement d’apport en fibres
a démontré améliorer les facteurs de risque de DT2 étaient des interventions isocaloriques, et
donc n’induisant pas de perte de poids, alors que notre étude comprenait une intervention
hypocalorique. L’effet de différents niveaux d’apport en fibres durant une diete hypocalorique
sur la sensibilité a et la sécrétion d’insuline n’a pas été évaluée, bien qu’une diéte hypocalorique
riche en fibres a démontré induire une plus grande perte de poids qu’une dicte hypocalorique

pauvre en fibres (151).

I1 est aussi important de noter que la réduction de SIIG plus importante observée chez
les sujets ayant augmenté leur apport en fibres, comparativement a ceux I’ayant diminué,
pourrait en partie étre attribuable a une clairance plus rapide de I’insuline en circulation. Dans
I’ensemble de la population, la diminution de la SIIG a été accompagnée par une diminution de
la sécrétion de C-peptide, signifiant qu’il y a réellement eu réduction de la sécrétion d’insuline
et non seulement de la concentration d’insuline. Cependant, lorsque 1’on compare les sujets
séparés selon leur changement d’apport en fibres, on remarque une diminution de la SIIG
significativement plus importante chez les sujets ayant augmenté leur apport en fibres, alors

qu’il n’y a pas de différence significative dans le changement de sécrétion de C-peptide entre
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les groupes. Certaines ¢études ont rapporté une augmentation similaire de la clairance de
I’insuline avec une supplémentation en fibres, plus spécifiquement, en amidon résistant (125,
128). La clairance de I’insuline est associée positivement a la sensibilit¢ a I’insuline, et
négativement a la glycémie a jeun et 2 heures apreés un TTGIV, a ’insulinémie a jeun et a la

SIIG (152).

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer la SI accrue et la SIIG moindre que nous
avons remarquées chez les sujets ayant augmenté leur apport en fibres — polysaccharides non
digérés par les enzymes sécrétées par le corps humain et non absorbées dans I’intestin gréle
(153) — et qui ont été rapportées dans de nombreuses études. Premiérement, au niveau de
I’estomac, les fibres, particuliérement celles qui sont solubles, absorbent de 1’eau et forment un
gel, ce qui ralentit la vidange gastrique et augmente la satiété (153-157). Ces effets peuvent
réduire I’apport calorique car le rassasiement sera plus rapidement atteint et la faim se fera sentir
plus tard (158). Deuxiémement, les fibres solubles réduisent 1’absorption de certains nutriments
au niveau de I’intestin gréle, particuliérement les glucides et le cholestérol alimentaire, en les
emprisonnant dans la matrice de fibres, ce qui réduit le contact des nutriments avec la muqueuse
intestinale et avec les enzymes digestives (157). Cela contribue a réduire la quantité d’énergie
provenant de la dic¢te qui sera absorbée (156, 157, 159). Un apport calorique réduit peut mener

a une perte de poids, et celle-ci est reconnue pour augmenter la SI (66, 67).

Troisiémement, les fibres, apres avoir traversé I’intestin gréle intactes, sont partiellement
fermentées dans le colon par les bactéries s’y trouvant. Cette fermentation produit des acides
gras a chaine courte, qui servent de source d’énergie pour les cellules intestinales, et réduisent
le pH dans le cdlon, favorisant la croissance de certaines especes bactériennes et limitant celle
d’especes nuisibles (153, 160). D’ailleurs, une diéte riche en fibres est associée a une plus grande
diversité¢ bactérienne qu’une dicte pauvre en fibres (161), et des études interventionnelles
montrent qu’il est possible de moduler le microbiote par une alimentation plus riche en fibres
(160, 161). De plus en plus d’études indiquent que la composition du microbiote pourrait
influencer la SI et le développement du DT2 (162-164). Par exemple, 1’infusion de microbiote
de sujets sains et de poids normal chez des sujets avec syndrome métabolique a permis

d’augmenter la diversité du microbiote des sujets avec syndrome métabolique apreés 6 semaines
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et d’augmenter leur SI durant un clamp HIEG (163). La production accrue d’acides gras a chaine

courte par le microbiote sain pourrait expliquer cette amélioration de la SI (162, 164).

Finalement, un apport augmenté en fibres peut étre associé¢ a I’amélioration de la SI et
de la SIIG par la réduction des lipoprotéines porteuses d’apoB. Comme expliqué plus haut dans
ce mémoire, ces lipoprotéines induisent des anomalies au niveau de la fonction du TAB, de la
RI et de la sécrétion d’insuline, et une diminution de 1’apoB plasmatique pourrait favoriser une
amélioration de la SI (150). Certaines fibres solubles — psyllium, pB-glucanes et
hydroxypropylméthylcellulose — ont démontré pouvoir réduire I’apoB (85, 139-141), et cet effet

serait relié a la capacité de ces fibres de réduire I’absorption des lipides et du cholestérol (165).

D’autres nutriments pourraient étre des prédicteurs de 1’amélioration des facteurs de
risque de DT2; il s’agit du sucre, de 1’alcool, et des lipides saturés et trans. Le sucre et les lipides
saturés n’ont pas €té associés significativement aux changements de SI, SIIG, fonction du TAB
et apoB dans notre étude. L’alcool était peu consommé par notre population, puisque 1’un des
criteres d’inclusion était une faible consommation d’alcool. Ainsi, I’apport moyen en alcool
représentait environ 2-3% de D’apport calorique de nos participants avant et durant
I’intervention, mais I’apport médian était presque nul puisqu’une grande proportion de sujets ne
consommait pas d’alcool, donc nous n’avons pas pu associer les changements des facteurs de
risque de DT2 a I’apport en alcool. Pour ce qui est des gras trans, les données étaient incompletes
puisqu’elles ne se trouvaient pas sur toutes les étiquettes d’aliments analysées, et donc aucune
analyse n’a pu étre conduite. Il est possible que méme avec des données completes, aucune
association n’ait €té trouvée puisque 1’apport en gras trans est assez faible en raison des limites
imposées par Santé Canada quant a la teneur en gras trans des aliments, alors que dans les études

liant ces lipides aux facteurs de risque de DT2, I’apport en gras trans était assez élevé (85).

Notre étude présente plusieurs forces dignes de mention. Il s’agit, a notre connaissance,
de la premiere ¢tude désignant les sujets hyperapoB comme plus susceptibles d’améliorer les
facteurs de risque de DT2 que sont la dysfonction du TAB, la RI et I’hyperinsulinémie, ainsi
que montrant des associations entre le changement d’apport en fibres aprés une dicte
hypocalorique et I’amélioration de la SI et de la SIIG. Ces résultats nous permettent de cibler
une population qui bénéficierait probablement plus d’interventions hypocaloriques, ainsi qu’un

moyen d’augmenter 1’efficacité de cette intervention en modulant la composition de la dicte.
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Une autre force importante de notre étude est 1’utilisation de la méthode de référence pour la
mesure de la sécrétion d’insuline et de la SI durant un méme test, le clamp Botnia. Ce test en
deux étapes permet en effet d’obtenir des mesures de sensibilité et sécrétion d’insuline aussi
fiables qu’en effectuant les deux parties du test séparément (TTGIV et clamp HIEG), avec
I’avantage de ne nécessiter qu’une journée pour les sujets et I’équipe de recherche (166). Nos
méthodes pour la mesure de la fonction du TAB, in vivo par la clairance des TG totaux et
diététiques marqués au '>C et ex vivo par la capacité de la biopsie de TAB a hydrolyser et stocker
un substrat synthétique de chylomicron marqué au >H, permettent de mesurer directement la
fonction active du TAB, plutot que de ’estimer en utilisant d’autres marqueurs (comme par
exemple la taille des adipocytes). Les sujets inclus dans notre étude sont tres bien caractérisés;
ils correspondaient a de nombreux critéres d’inclusion et étaient exempts de problémes de santé
pouvant agir comme facteurs confondants pour nos résultats. Nous avons recueilli beaucoup
d’informations sur nos sujets (composition corporelle, apports alimentaires, marqueurs
inflammatoires, etc.) ce qui nous a permis de découvrir des associations et d’ajuster pour 1’effet
de certaines caractéristiques. De plus, notre échantillon contenait a la fois des hommes et des
femmes, ce qui n’est pas le cas de toutes les études effectuées sur les facteurs de risque de DT2.
Cela nous permet de voir si une différence existe entre les sexes dans la réponse a I’intervention,
puisque, comme expliqué dans la revue de littérature, certaines différences existent entre les
hommes et les femmes au niveau de la SI, de la sécrétion d’insuline, de la fonction du TAB et
du taux d’apoB. Ces différences ont pu €tre remarquées dans notre population : au début de
I’¢étude, les femmes présentaient une SI supérieure a celle des hommes, et leur insulinémie a
jeun, leur SIIG et leur ratio de graisse androide/gynoide était plus bas que ceux des hommes. Le
taux d’apoB était comparable entre les deux sexes, probablement puisque les femmes de notre
échantillon étaient ménopausées. Les hommes ont amélioré davantage les anomalies
prédisposant au DT2 avec I’intervention de di¢te hypocalorique. Cependant, dans les deux
articles présentés dans ce mémoire, il n’y avait pas de différence significative entre les femmes
et les hommes au niveau des associations de I’apoB au début de 1’étude et du pourcentage de
changement d’apport en fibres apres 1’étude avec les pourcentages de changement dans les

facteurs de risque de DT2.
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Si notre ¢tude comporte plusieurs forces, elle a également ses limites. Notre étude a
permis de faire ressortir deux prédicteurs de 1’amélioration des facteurs de risque de DT2, soit
I’apoB plasmatique au début de 1’étude et le changement d’apport en fibres aprés 1’intervention,
mais ces relations demeurent des associations et d’autres études seraient nécessaire pour valider
ces résultats. De plus, les analyses conduites sur le changement d’apport en fibres en lien avec
les facteurs de risque de DT2 sont des analyses post-hoc; comparer 1’effet d’'une augmentation
versus une diminution de 1’apport en fibres durant la di¢te hypocalorique sur les facteurs de
risque de DT2 n’était pas un des buts visés par I’étude. Les sujets avaient déja des apports en
fibres assez preés des recommandations au début de I’étude (22,4 g/jour en moyenne pour les
femmes, 25,9 g/jour pour les hommes, recommandations de 25g/jour pour les femmes, 38g/jour
hommes, ou 14g/1000cal (148)), et ils recevaient des conseils pour augmenter leur apport.
L’absence de différenciation entre les fibres solubles et insolubles dans nos analyses, puisque
nous utilisions les informations nutritionnelles présentes dans les tableaux de valeur nutritives
des emballages des aliments pour mesurer les apports alimentaires, est aussi une limite, puisque
les différents types de fibres peuvent avoir des effets distincts sur la sensibilité a et la sécrétion
d’insuline. Une autre limite, commune a la plupart des études en nutrition chez des sujets qui ne
consomment pas I’ensemble de leurs repas au centre de recherche, concerne I’évaluation des
apports alimentaires, qui peut comporter plusieurs biais et est souvent sous-estimée chez les
sujets obeses (167). Nous avons ici évalué les apports alimentaires avant 1’intervention et vers
la fin de I’intervention par des journaux alimentaires de 3 jours. Les sujets recevaient comme
instruction d’inscrire de fagon détaillée tous les aliments et boissons consommés durant deux
journées de semaine et un jour de fin de semaine représentatifs de leur alimentation habituelle.
Cependant, des détails peuvent manquer par oubli de la part des sujets, les quantités peuvent
avoir ét¢ mal mesurées ou mal estimées, et les trois jours choisis peuvent ne pas représenter

fidelement I’alimentation habituelle des sujets.
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Conclusion

Notre étude prospective observant les effets d’une diéte hypocalorique sur les facteurs
de risque de DT2 que sont la RI, I’hyperinsulinémie, la dysfonction du TAB,
I’hypertriglycéridémie post-prandiale et I’hyperapoB plasmatique nous a permis d’identifier
deux prédicteurs de I’amélioration de ces facteurs de risque. Les résultats de 1’étude, présentés
dans ce mémoire par deux articles, ont mis en évidence le taux d’apoB au début de 1’étude et le
changement d’apport en fibres alimentaires comme prédicteurs des améliorations de SI, SIIG et
fonction du TAB. Le taux d’apoB plasmatique au début de I’étude était associé a des anomalies
plus marquées au début de 1’é¢tude, mais aussi a des améliorations plus importantes de ces
anomalies. Ces associations étaient mises en lumiere par la comparaison entre les sujets avec un
taux d’apoB bas et ceux avec un taux d’apoB élevé. Le changement d’apport en fibres
alimentaires, quant a lui, corrélait positivement avec le changement de SI et négativement avec
le changement de SIIG, mais la comparaison des sujets ayant diminué leur apport en fibres a
ceux I’ayant augmenté faisait seulement ressortir la plus grande diminution de SIIG avec un

apport accru en fibres.

Les grands programmes de prévention du DT2 (Diabetes Prevention Program, Finnish
Diabetes Prevention Study, Da Qing IGT and Diabetes Study (6-8)) ont ciblé les sujets avec
anomalie de la glycémie a jeun ou intolérance au glucose aprés une HGPO, puisque ces sujets
sont a risque ¢levé de développer le DT2. Les résultats de notre étude permettent d’identifier
une autre caractéristique importante des sujets a risque de DT2 et susceptibles d’améliorer
considérablement leurs facteurs de risque de DT2, soit un taux d’apoB plasmatique a jeun élevé.
Cette découverte pourra permettre de cibler les sujets qui bénéficieraient le plus d’interventions
hypocaloriques et ce, par une simple prise de sang. Nos résultats indiquent également une fagon
de moduler la diete pour maximiser les bénéfices au niveau de la SI et de la SIIG, soit en

augmentant 1’apport en fibres alimentaires.
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Institut de recherches cliniques de Montréal h

s,

Formulaire de Consentement

Titre: Cibler I'hnyperapoB pour réduire le risque de diabéte de type 2 chez les sujets
obéses; mécanisme d'action — Etude Principale

Commanditaires: Fonds de recherche des IRSC accordé au D" May Faraj
Investigateur principal : May Faraj, Dt.P., Ph.D.

Collaborateurs: Médecin: Rémi Rabasa-Lhoret, M.D., Ph.D.
Robert Dufour, M.D., M.Sc.
Pierre Larochelle, M.D., Ph. D., FRCPC, FACP, FAHA
Assistante de recherche: Annie Tardif, B.Sc.
Nutritionniste : Sonia Fortin, Dt.P.

Vous étes invité(e) a prendre part a une étude de recherche a llnstitut de recherches cliniques de
Montréal (IRCM). Avant de participer a cette recherche, veuillez prendre le temps de lire et de
comprendre les renseignements qui suivent. Le présent document peut contenir des termes que vous ne
comprenez pas. Nous vous invitons a poser toutes les questions que vous jugez utiles aux chercheurs
et a leurs assistants.

Introduction et objectifs de I’étude

L’'obésité est une maladie chronique qui affecte environ 15% de la population canadienne et qui touche
particulierement les femmes aprés la ménopause. Néanmoins, lI'obésité n'est pas une maladie
homogéne : certains patients présentent des complications (diabete de type 2, élevation des lipides dans
le sang, etc.) alors que d'autres n'en présentent pas. Pour les lipides, il est bien établi que I'élévation du
mauvais cholestérol (LDL-cholestérol) augmente le risque de maladie cardiaque. Neéanmoins, il est
possible qu'un marqueur de I'élévation du nombre de particules LDL (apo B100), qui augmente le risque
de maladie cardiaque, peut aussi augmenter d'autres complications de I'obésité comme le diabéte de
type 2. Nous voulons étudier certaines implications d’une élévation de I'apoB100 (hyperapoB) chez des
sujets ayant un LDL-cholestérol a un niveau ne justifiant pas d'intervention médicale.

Nous pensons que I'hyperapoB100 est relié a la résistance a l'insuline ('hormone qui facilite I'utilisation
de glucose), l'inflammation (marqueur du risque de maladies cardiaques et de diabéte) et l'nefficacité
d’entreposage des matiéres grasses dans le tissu adipeux (gras). L'altération de ces mécanismes
pourrait jouer un réle dans le risque de développer le diabéte de type 2. Donc, I'objectif de cette étude
principale est d’étudier et de comparer la résistance a I'insuline et I'inflammation chez des sujets
obéses ou ayant un surplus de poids et ayant un taux élevé ou normal d’apoB.

De plus, nous voulons étudier la composition corporelle (ex: quantité de gras dans le corps) et la
dépense énergétique avant et aprés la perte de poids. Vous pourriez étre invité a faire un test
complémentaire qui fera 'objet d'un consentement distinct. Environ 96 personnes participeront a cette
étude sur une période de 2 ans.
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110, avenue des Pins Quest, Montréal {Québec) Canada HIW 1R7

Téléphone :  (514) 9876500
Télécopieur :  (514) 9875678
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provosv
Stamp


Nature du protocole
Votre participation a cette étude devrait durer environ 33 semaines. L'étude est divisée en 6
parties décrites ci-dessous en détail:
A. Dépistage
B. Stabilisation du poids corporel (4 semaines)
C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline
(6 heures)
D. Perte de poids (24 semaines)
E. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)
F. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilite a l'insuline
post-intervention (6 heures)

A. Dépistage

Votre participation a cette premiére étape de I'étude consiste en une visite a I'unité metabolique de
I'Institut de recherches cliniques de Montréal ou I'étude sera effectuée. Vous serez a jeun depuis au
moins 20h la veille (eau permise).

Au cours de cette visite d’environ 1 heure, vous lirez et signerez le formulaire de consentement. Nous
mesurerons votre grandeur, votre poids, votre tension artérielle et nous ferons des préelevements
sanguins (24 mL ~ 1 1/2 ¢ a table). Ces tests permettront de déterminer si vous étes en mesure de
participer a I'étape suivante de I'étude selon les critéres d’exclusion et d'inclusion présentés a la fin de ce
formulaire. Si vous n'étes pas éligible, nous vous remettrons une copie de votre bilan biologique et
organiserons un suivi médical si des anomalies le justifiant étaient dépistées.

B. Stabilisation du poids corporel (4 semaines)

Le but de la stabilisation est de maintenir votre poids le plus stable possible en conservant vos habitudes
alimentaires. Un poids stable est indispensable pour interpréter les examens décrits a la section C. Vous
serez pesé(e) a trois reprises avec une semaine d'intervalle entre chaque visite. A T'occasion d'une de
ces visites, votre histoire médicale ainsi qu'un examen physique complet seront faits par le D" Rémi
Rabasa-Lhoret, D" Robert Dufour ou D" Pierre Larochelle, les médecins impliqués dans I'étude. Ensuite,
vous rencontrerez la diététiste de I'étude qui vous expliquera comment remplir un journal alimentaire de
3 jours, que vous remettrez a votre prochaine visite. Les visites de pesée prennent 10 minutes, par
contre pour la visite médicale, il faut compter 90 & 120 minutes.

De plus, si vous suivez un traitement contre 'hypertension qui sera cessé pour le temps de I'étude par le
médecin avant votre inclusion, votre pression artérielle sera prise a chaque visite de la stabilisation du
poids. Si vous suivez un traitement contre I'hyperlipidémie qui sera cessé par le medecin pour le temps
de I'étude, une prise de sang supplémentaire (5 mL = 1 cuillere a thé) sera faite lors de la derniére visite
de stabilisation du poids (visite 4). Les résultats serviront a réévaluer votre éligibilité a continuer dans
I'étude selon les critéres d’inclusion/exclusion mentionnés plus bas.

C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline
(6 heures)

Pour ce jour, vous devez étre a jeun depuis 20h la veille. Au cours de cette visite d’environ 6 heures,
vous passerez d’abord un scan grace au dual energy X-ray absorptiometry (DEXA) afin de déterminer
votre composition corporelle (densité osseuse, quantité de muscle et de gras). Vous devrez demeurer
couché(e) sur une table d’examen, vétu(e) d’'une jaquette d’hépital, tandis qu’'un rayon X a faible densité
balayera votre corps pendant 10 minutes. Ensuite, nous mesurerons a nouveau votre grandeur, votre
poids, votre tension artérielle et la circonférence de votre taille et de vos hanches.
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Aprés le DEXA, nous mesurerons votre dépense énergétique au repos par votre respiration par la
calorimétrie indirecte. Vous vous coucherez dans un lit et un casque de plexiglas, alimenté en air frais,
sera placé sur votre téte. Vous resterez allongé(e) dans un etat calme pour 15 minutes.

Ensuite, nous déterminerons votre sécrétion et sensibilité a l'insuline par le test nommé clamp Botnia.
Ce test mesure la facon dont l'insuline agit dans votre corps. Pour ce test, vous devez avoir suivi des
consignes nutritionnelles et d'activité physique dans les 3 jours précédents. La journée du test, on vous
installera deux cathéters flexibles en téflon : le premier sera inséré dans une veine du dos de la main et
le deuxieéme dans une veine de I'avant bras opposé. Pour faciliter les prises de sang, le bras servant aux
prélévements est placé soit dans une boite ventilant de I'air chaud ou dans une couverture chauffante.
Un des cathéters servira a prélever les échantillons sanguins et l'autre, a infuser le dextrose (sucre) et
linsuline. Des échantillons sanguins sont prélevés avant de débuter les infusions. Apres 10 minutes, une
injection de dextrose vous est donnée par un cathéter en 2 minutes. Des échantillons sanguins sont
prélevés aux 2 minutes pour les 10 premiéres minutes suivantes. Par la suite, des échantillons sanguins
seront prélevés toutes les 10 minutes jusqu'é 60 minutes aprés I'injection du dextrose. Ensuite, nous
débutons simultanément linfusion d’insuline et de dextrose pour éviter une diminution du sucre dans
votre sang. Nous mesurerons, aux 10 minutes, votre taux de sucre pour s'assurer qu'il est stable et ce,
pendant 3 heures. Pendant le test, vous devrez demeurer couché(e) mais, si vous le désirez, vous
pourrez boire de I'eau. Dans les minutes qui suivent la fin du test, votre corps reprendra ses fonctions
habituelles et vos taux d’insuline et de glucose reviendront a la normale. Nous nous assurerons de ce
retour 4 la normale en vérifiant votre taux de sucre et en vous servant un repas avant votre départ.

Au total, une quantit¢ d’environ 262 ml de sang (un peu plus d'une tasse) sera prélevée. Nous
évaluerons dans vos échantillons sanguins les niveaux de plusieurs marqueurs impliqués dans I'obésité.

D. Perte de poids (24 semaines)

Cette période s'échelonne sur 24 semaines ou vous aurez a venir a ''RCM 6 fois (1 fois par 4 semaines).
Au cours de ces rencontres, on vous pésera et vous rencontrerez une diététiste afin de vous enseigner
un programme nutritionnel adapté a vos besoins et a vos habitudes alimentaires. A la troisiéme visite, la
diététiste réévaluera vos besoins énergétiques par une nouvelle mesure de la dépense énergetique par
calorimétrie indirecte. Ces 24 semaines serviront a perdre de 5 - 10 % de votre masse corporelle. Un
contact téléphonique sera fait les semaines ol vous ne viendrez pas a PIRCM. La diéte sera une diéte
équilibrée comportant tous les groupes d’aliments et conforme aux recommandations de Santé Canada.
A la derniere visite reliée a la perte de poids, on vous demandera de nous remettre un deuxieme journal
alimentaire de 3 jours référant a la période de perte de poids. Vous serez ensuite conseillé(e), par la
diététiste, sur la fagon de maintenir votre poids stable pour les 4 prochaines semaines. (N.B. si vous
étiez sous traitement pour I'hypertension avant votre inclusion dans I'étude, votre pression artérielle sera
prise a chaque visite de la période de perte de poids pour s'assurer que vous demeurez éligible a
demeurer dans I'étude selon les critéres d'inclusion/exclusion mentionnés plus bas.)

E. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)

Le but de cette période est de stabiliser votre poids en acquérant des habitudes alimentaires saines pour
le maintien de votre perte de poids. Un poids stable aprés la perte de poids est indispensable pour
interpréter les examens décrits & la section F. Vous serez pesé(e) a trois reprises avec une semaine
d’intervalle entre chaque visite.

F. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline
post-intervention (6 heures)

Durant ces 6 heures, toutes les mesures de composition corporelle, dépense énergétique au repos et
sécrétion et sensibilité a 'insuline mentionnées dans la section C seront répétees.
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Résumé des visites au cours de I’'étude

Visite Calendrier Description de la visite a I''RCM Durée
A. Dépistage ~ ~
1 Temps 0 Examen médical. Formulaire de consentement. 1h00

Prise de sang (24 mL) et mesure de poids, taille, tension artérielle
Pour vérifier votre éligibilité
B. Stabilisation de poids (4 semaines)

2 1 sem Pesée (tension artérielle)” 90 min
Examen médical et rencontre nutritionnelle

3 2 sem Pesée (tension artérielle)* 10 min
Remise du journal alimentaire 3 jours de départ rempli par le patient

4 3 sem Pesee 10 min
Tension artérielle et/ou prise de sang (5 mL) — Pour réévaluer votre
éligibilité*

C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a 'insuline

5 4 sem Pesée (tension artérielle)” 6 heures

Composition corporelle (DEXA scan, tour de taille et des hanches)
Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)

Sécrétion et sensibilité a 'insuline (Botnia clamp) (262 mL)

D. Perte de poids (24 semaines) ~

6 5 sem Pesée (tension artérielle)* 1 heure
Intervention nutritionnelle pour perte de poids

7 9 sem Pesée (tension artérielle)” 30 min
Suivi diététique

8 13 sem Pesée (tension artérielle)” 1 heure

Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)
Réajustement de l'intervention nutritionnelle
9 17 sem Pesée (tension artérielle)* 30 min
Suivi diététique
10 21 sem Pesée (tension artérielle)* 30 min
Suivi diététique
1 25 sem Pesée (tension artérielle)* 30 min
Suivi diététique
12 29 sem Pesée (tension artérielle)” 1 heure
Remise du journal alimentaire 3 jours aprés perte de poids rempli par le
patient

Intervention nutritionnelle pour le maintien du poids

E. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)

13 30 sem Pesée 10 min
14 31 sem Pesée 10 min
15 32 sem Pesee 10 min
F. Composition corporelle, dépense énergétique, et sécrétion/sensibilité a Pinsuline post-intervention
16 33 sem Pesée 6 heures

Composition corporelle (DEXA scan, tour de taille et des hanches)
Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)
Sécrétion et sensibilité a insuline (Botnia clamp) (262 mL)

*Seulement pour les sujets qui étaient sous un traitement qui a été cessé pour le temps de P’étude par le médecin avant
Pinclusion
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Risques et inconvénients
Votre participation a I'’étude comporte quelques risques.

Risques

DEXA-scan

Le risque de ces tests se situe au niveau de I'exposition aux rayons X. Cette exposition est faible et se
chiffre a 0,03 millirem pour le DEXA, ce qui est inférieur a I'exposition ambiante naturelle pour une
journée. Le médecin de I'étude s'assurera que votre temps total d’exposition aux radiations pour I'année
en cours ne dépasse pas le maximum permis.

Calorimétrie

Les inconvénients de ce test sont associés au casque de plexiglas qui constitue un espace restreint. |l
est également important de demeurer totalement inactif pendant toute la durée des mesures (15
minutes). Le débit d’air frais circulant sous le casque est 3 a 5 fois supérieur a vos besoins, et le casque
peut étre retiré a tout moment puisqu’il est seulement déposé sur vous.

Clamp

Linsertion de cathéter pour les prélévements pourrait causer un léger inconfort. Des ecchymoses
(bleus) ou plus rarement des étourdissements (malaise vagal) peuvent survenir. Durant le test, vous
pourriez ressentir un inconfort au niveau des cathéters, mais la mobilisation est souvent suffisante pour
léliminer. 1l 'y a pas de risque d'allergie avec linsuline que nous infusons, car il s'agit de la méme
hormone que celle que notre corps produit. Au cours des clamps, si la glycémie devenait trop basse
(hypoglycémie), vous pourriez présenter les symptomes suivants : fatigue, vision embrouillée,
palpitations, faim, nervosité, transpiration, tremblements et céphalées. Si I'hypoglycémie n’était pas
corrigée, il pourrait en résulter une confusion, méme une perte de conscience. Si une hypoglycémie
survenait, du glucose vous serait infusé immédiatement afin de rétablir votre taux de sucre. Un tel
incident est peu probable puisque votre glycémie est mesurée a toutes les 5- 10 minutes. Dans les
heures qui suivent ce test environs 10% des sujets peuvent ressentir de la fatigue. Afin de minimiser ce
risque nous vous donnons un repas et nous surveillons votre taux de sucre avant votre départ. Au cours
des années 2003-2009 nous avons réalisé plus de 200 clamps, aucun sujet n'a présenté d’hypoglycémie
au cours du clamp. Par contre environ 10% des sujets ont mentionné de la fatigue pendant quelques
heures & la suite de cette procédure.

Intervention nutritionnelle

Il est possible que vous ressentiez des changements d’humeur pendant la perte de poids. Des études
ont démontré autant de changements positifs (bien-étre) que négatifs (dépression et diminution de
I'estime de soi) pendant des périodes de perte de poids.

Risques socioéconomiques

Le bilan initial du projet comporte le dépistage de maladies telles que le diabéte de type 2, I'hypertension
artérielle ou I'exces de cholestérol dont la découverte précoce permet une prise en charge adaptée.
Néanmoins, la déclaration de ces maladies est dans certains cas obligatoire (ex : diabéte de type 2 pour
la Société d’Assurance Automobile du Québec) et dans d’autres cas pourrait modifier vos conditions
d’assurabilité (ex : colts d’'une assurance voyage).

Bénéfices

En participant au test du dépistage du diabéte (glycémie a jeun), vous serez informé(e) de votre niveau
de tolérance au glucose et de votre bilan biologique. Il est fort probable que la découverte d'un diabéte
le plus tét possible soit utile pour votre santé. En cas de découverte d'un diabéte ou de valeurs
biologiques anormales justifiant une prise en charge médicale rapide, nous organiserons, si vous
acceptez, la prise en charge médicale requise, en collaboration avec votre médecin traitant ou le
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spécialiste approprié, et vous ne pourrez pas participer a la suite de I'étude. Si vous le désirez, une copie
des résultats d’examens pourra vous étre remise et/ou transmise a votre médecin traitant.

De plus, la participation a cette étude vous offre la possibilité d’obtenir d’autres informations sur plusieurs
paramétres de votre santé: votre dépense énergétique, votre composition corporelle, votre oxydation de
matiére grasses, des éléments de votre santé cardiovasculaire. Vous aurez I'opportunité de participer a
un programme de perte de poids supervisé par une équipe médicale. Nous vous remettrons un
document synthétisant les principaux résultats qui présentent un intérét pour votre santé (taux de sucre,
graisses dans le sang, pression artérielle, nombre de calories dépensées au repos, etc.). Nous espérons
aussi que les résultats obtenus nous permettront de faire avancer I'état de nos connaissances dans le
domaine de 'obésité et éventuellement d’en faire profiter la sociéeté.

Critéres d’inclusion
e Avoir un indice de masse corporelle (IMC) > 27 kg/m?
o Etre agé(e) entre 45 et 74 ans
e Pour les femmes, avoir un statut de ménopause confirmé (FSH 2 30 un
e Etre non-fumeur
e Etre sédentaire (faire < 2 heures d’exercice physique encadré (ex; club de sport) par semaine)
e Boire < 2 consommations d’alcool /jour

e Avoir un taux sanguin (sérum) de 'apoB = 1.2 g/L pour étre inclus dans le groupe hyperapoB (48
sujets) ou de I'apoB <1.2 g/L pour étre inclus dans le groupe normoapoB (48 sujets). Les taux de
IapoB vont étre vérifiés pendant les visites de dépistage et le clamp.

Critéres d’exclusion
o Etre a risque élevé de maladie cardiovasculaire (=2 20% calculé selon le Framingham Risk Score)

« Etre diabétique de type 1 ou 2 ou avoir une glycémie a jeun >7.0 mmol/L

e Pour les sujets sans traitement contre I'hypertension, avoir une pression systolique > 160 mmHg
ou une pression diastolique > 100 mmHg

e Pour les sujets sous traitement contre I'nypertension, avoir une pression systolique > 140 mmHg
ou une pression diastolique > 90 mmHg

e Souffrir ou avoir souffert d’événement cardiovaculaire (ACV, attaque ischémique transitoire,
infarctus du myocarde, angine, insuffisance cardiaque...)

e Soulffrir ou avoir souffert de :
» maladies inflammatoires chroniques (lupus, arthrite rhumatoide...)
> cancer au cours des 3 derniéres annees
e Souffrir d’une maladie thyroidienne non traitée
e Etre claustrophobe
e Etre anémique - Hb <120 g/L
e Créatinine > 100 pmol/L
e Souffrir d'une dysfonction hépatique — AST/ALT > 3 fois la limite supérieure de la normale
e Anomalies de la coagulation sanguine
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e Suivre présentement’:
» Remplacement hormonal (sauf les hormones thyroidiennes a dose stable)
Corticostéroides systémiques
Antipsychotique — médication psycho-active
Anticoagulothérapie
Perte de poids
» Agonistes adrénergiques
e Abus d'alcool ou de drogues connus

o Dépasser le total de radiation admissible annuellement (avoir été soumis a des examens de scan
et/ou tomographie dans la derniére année ou prévoir I'étre) selon le jugement du médecin
impliqué dans 'étude.

e Manque de temps pour participer a I'étude (33 semaines)

e Toutes autres conditions médicales ou psychologiques selon jugement de I'investigateur

Y V YV VY

De plus, si vous étiez sous une médication contre I'hypertension et qu'elle a été arrétée pour la période
de l'étude, vous ne pourrez demeurer dans l'étude si votre pression systolique > 160 mmHg ou
diastolique > 100 au cours d'une des visites de I'étude. Si vous étiez sous une médication contre
I'hyperlipidémie et quelle a été arrétée pour la période de I'étude, vous ne pourrez demeurer dans
Iétude si les LDL-cholestérol > 5 mmol/L a la visite 4. Dans ces 2 cas, I'un des médecins de I'étude vous
réintroduira la médication et vous ne pourrez pas participer a I'etude.

Clause de responsabilité

Si, par la suite de votre participation a cette étude, il survenait un incident attribuable aux interventions
médicales requises, il n'y a pas d’autre type de compensation prévu que ce qui est normalement couvert
par votre assurance-maladie. Le D" Rabasa-Lhoret, le D' Robert Dufour et le D" Pierre Larochelle
disposent des assurances requises a la fois pour leur pratique médicale, leurs activités et procédures de
recherche. Cependant, en signant le présent formulaire vous ne renoncez a aucun des droits garantis
par la loi, ni libérez les chercheurs de leurs responsabilités légales et professionnelles.

Confidentialité

Les sujets participants a cette étude seront identifies par un code numérique spécifique. En aucun
moment votre nom ne sera divulgué. Lors de présentations de résultats a des réunions scientifiques ou
lors de publications, vous serez identifié(e) uniquement par votre code numérique. Le décodage ne
pourra étre fait que par le chercheur principal ou par une personne déléguée par ce dernier. Cependant,
il est possible qu'un délégué du Comité d'éthique de IInstitut de recherches cliniques de Montréal
consulte votre dossier de recherche incluant les données médicales, de méme que votre formulaire de
consentement, afin de s’assurer que I'étude est faite selon le protocole et qu’elle respecte les régles
d’éthique. Avec votre consentement, nous pourrons transmettre les résultats des tests a votre médecin
traitant.

Les échantillons de votre sang seront conservés a I'Institut de recherches cliniques de Montréal, sous la
responsabilité de Drs May Faraj et Rémi Rabasa-Lhoret pour la durée d’analyse et de publication
compléte du projet de recherche (10 ans aprés la fin du projet). En aucun cas, ces échantillons ne
peuvent étre vendus a qui que ce soit (ex. industrie, chercheur).

' Le médecin établira si les médicaments que vous prenez peuvent interferer avec étude. |l vous sera demandeé de
faire imprimer par votre pharmacien votre liste de médicaments et de I'amener avec vous pour la visite médicale.
Ne pas oublier de mentionner les produits naturels que vous prenez car ils peuvent aussi interférer avec l'étude.
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Selon les normes en vigueur, les données doivent étre conservées pour une durée de 10 ans pour fin de
vérification. En cas de l'arrét de I'étude, les échantillons seront détruits et les données déja collectées
conservées pour fin de vérification ultérieure (10 ans).

Liberté de participation et de retrait de I'étude

Votre participation a cette étude est tout a fait volontaire. Vous étes donc libre d’accepter ou de refuser
d'y participer et vous pouvez vous retirer de I'étude en tout temps, sur simple avis verbal, sans que cela
n'affecte les traitements auxquels vous avez droit, ni ne nuise aux relations avec votre médecin. La
chercheuse s'engage a vous faire connaitre tout nouveau développement qui pourrait influencer votre
décision de participer a 'étude. En cas de retrait, toutes les données vous concernant rassemblées au
cours de cette étude pourront étre utilisées et ce afin de garantir l'intégrité de I'étude. Vous pourrez
également demander la destruction de vos échantillons.

Indemnité
Vos frais de déplacement par transport en commun et de stationnement vous seront remboursés. Les

tests effectués seront gratuits pour tous les participants.

Possibilités de commercialisation

L’analyse de votre échantillon sanguin pourrait contribuer a la création de produits commerciaux, par
exemple des médicaments contre I'obésité ou le diabéte. Par contre, méme si par le biais de votre
participation & cette étude vous contribuez a I'élaboration d’un produit, vous ne pourrez en retirer aucun
bénéfice monétaire ou financier.

Personnes-ressources
Vous pouvez obtenir plus de renseignements concernant I'étude ou sur votre participation en
communiquant avec :
- La D™ May Faraj au (514) 987-5655.
- Le Dr Rémi Rabasa-Lhoret au (514) 987-5666 Le Dr Robert Dufour au (514) 987-5758 ou le Dr
Pierre Larochelle au (514) 987-5549
Vous pouvez obtenir de I'aide médicale 24 heures/24 en téléphonant au service de messages
aux médecins du CHUM au (514) 890-8100. Le service des messages peut joindre le D' Rabasa-
Lhoret en tout temps. Le Dr Rabasa-Lhoret est aussi joignable par courriel : remi.rabasa-
lhoret@ircm.qc.ca
- La coordonnatrice de l'étude: Annie Tardif au (514) 987-5500 poste # 3322 ou par courriel
annie tardif@ircm.qc.ca
. La diététiste de I'étude : Sonia Fortin au (514) 987-5500 poste # 5770
- La D™ Madeleine Roy, membre du Comité d'éthique, au (514) 987-5636 s'il a des questions en
tant que sujet de recherche.
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Consentement

Je déclare avoir pris connaissance du présent formulaire de consentement. Je reconnais que la nature et
le déroulement du projet de recherche m'ont été expliqués, qu'on a répondu a toutes mes questions et
gqu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une décision. Je comprends en quoi consiste ma
participation & cette étude et jaccepte volontairement et librement d'y participer. En signant le présent
formulaire, je ne renonce a aucun de mes droits légaux ni ne libére le chercheur, le médecin, 'hépital ou
le commanditaire de leur responsabilité civile et professionnelle.

Nom du participant

Signature du participant

Date

Je consens a ce que les résultats de cette recherche, qui sont pertinents a mon suivi médical,
soient transmis a mon médecin traitant.

Oui: [ Non: [

Déclaration du chercheur

Jai expliqué la nature, le but, les procédures, les avantages et les risques de la présente étude. J'ai
répondu a toutes les questions qui m'ont été posées. Je crois que le sujet comprend pleinement mes
explications et que son consentement a été donne librement.

D" May Faraj

Nom du chercheur ou D' Rémi Rabasa-Lhoret
ou D" Robert Dufour

ou Dr Pierre Larochelle

Signature du chercheur

Date

Distribution du formulaire de consentement
- Remettre une copie originale au patient.
- Garder une copie originale au dossier de la clinique de I'"RCM.
- Garder une copie originale aux dossiers de la chercheuse.
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TR rrry

i

Formulaire de Consentement

Titre: Cibler I'hyperapob100 pour réduire le risque de diabéte de type 2 chez les sujets
obese; mécanisme d'action — Sous Etude

Commanditaires: Fonds de recherche des IRSC accordé au D" May Faraj
Investigateur principal : May Faraj, Dt.P., Ph.D.

Collaborateurs: Médecin: Rémi Rabasa-Lhoret, M.D., Ph.D.
Robert Dufour, M.D., M.Sc.
Pierre Larochelle, M.D., Ph. D., FRCPC, FACP, FAHA
Assistante de recherche: Annie Tardif, B.Sc.

Vous étes invité(e) a prendre part a une étude de recherche a l'institut de recherches cliniques de
Montréal (IRCM). Avant de participer a ce projet complémentaire a 'étude principale, veuillez prendre
le temps de lire et de comprendre les renseignements qui suivent. Le présent document peut contenir
des termes que vous ne comprenez pas. Nous vous invitons a poser toutes les questions que vous
jugez utiles aux chercheurs et a leurs assistants.

Introduction et objectifs de I’étude

L'obésité n'est pas une maladie homogene : certains patients présentent des complications (diabéte
de type 2, élévation des lipides, etc.) alors que d'autres n‘en présentent pas. Pour les lipides, il est
bien établi que I'élévation du mauvais cholestérol (LDL-cholestérol) augmente le risque de maladie
cardiaque. Néanmoins, il est possible qu'un marqueur de I'élévation du nombre de LDL (apo B) qui
augmente le risque de maladie cardiaque peut aussi augmenter d’autres complications de I'obésité
comme le diabéte de type 2. Nous voulons étudier certaines implications d'une élévation de I'apoB
chez des sujets ayant un LDL-cholestérol a un niveau ne justifiant pas d'intervention médicale.

Vous participez déja a I'étude principale intitulée « Cibler I'hyperapob100 pour réduire le risque de
diabéte de type 2 chez les sujets obéses; mécanisme d'action — Etude Principale ». L’objectif principal
de cette étude principale est d'étudier et de comparer la résistance a l'insuline et I'inflammation chez
des sujets obéses ou ayant un surplus de poids et ayant un taux élevé ou normal d'apoB. Les
objectifs additionnels de cette sous-étude sont de mesurer l'inefficacité d’entreposage des matieres
grasses dans le tissu adipeux (gras) chez des sous-groupes de la population étudiée dans I'étude
principale.

Nature du protocole
Votre participation a cette sous-étude ajoute deux visites supplémentaires a I''RCM (visite #6 et #18
dans le sommaire plus bas). Environ 32 sujets seront invités a participer a cette sous-étude. Si vous
étes éligible et que vous acceptez de participer, nous déterminerons votre utilisation et votre
entreposage de la matiére grasse d'un repas riche en lipides et marqué avec un isotope stable (un
repas enrichi en C).
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Pour ce test, vous devez étre a jeun depuis 20h la veille (eau permise). Pour ce faire, on installera un
cathéter flexible en téflon qui sera inséré dans une veine de 'avant bras. Pour faciliter les prises de
sang. le bras servant aux prélévements est placé dans une couverture chauffante. Nous débutons le
test par une biopsie du tissu adipeux. Pour ce faire, le médecin en charge désinfectera d’abord votre
peau et pratiquera une anesthésie locale sur un cété de votre hanche. Une fois I'anesthésie obtenue,
le médecin prélévera 4-5 grammes de graisse par aspiration a l'aide d’une aiguille et d’une seringue.
Aprés 45 min, nous mesurerons votre dépense énergétique au repos pendant 15 minutes par la
calorimétrie indirecte. Ensuite, nous prendrons un échantillon de l'air gue vous expirez (en soufflant
dans un sac) et un prélevement sanquin.

Par la suite, vous aurez 10 minutes pour prendre le repas enrichi en 3C sous forme de croissant,
fromage, bacon, brownies et café. A partir de ce moment et pendant les 6 heures suivantes, nous
répéterons les collectes de votre sang et de votre air expiré ainsi que la mesure de votre dépense
énergétique aux temps 1, 2, 4 et 6 heures. Finalement, une deuxiéme biopsie du tissu adipeux sera
effectuée au temps 4 heures sur 'autre hanche.

Une quantité d’environ 250 ml de sang (une tasse) sera prélevée (en plus du 262 ml de sang préleve
la semaine avant). Aussi, une quantité d’environ 8-10 grammes du tissu adipeux sera prélevée pour
cette partie de I'étude. Pendant le test, vous devrez demeurer couché, mais si vous le désirez, vous
pourrez boire de I'eau. Nous vous offrons une collation avant de quitter notre unite.

Les échantillons de sang, d'air expiré et du tissu adipeux nous permettront de déterminer le contenu
en "*C de votre corps (niveau basal et aprés le repas enrichi en 3C). Nous évaluerons aussi dans vos
échantillons sanguins les niveaux de plusieurs marqueurs impliqués dans l'obésité. Finalement, la
biopsie de tissu adipeux sera utilisée pour étudier 'expression génétique (ARN) et linflammation de
votre tissu.

Résumé des visites au cours de I'étude

Les visites additionnelles mentionnées dans ce consentement sont les visites # 6 and # .
Visite Calendrier Description de la visite a 'IRCM Durée

A, Dépistage ‘

1 Temps O Examen médical. Formulaire de consentement. 1hio
Prise de sang (24 mL) et mesure de polids, taille, tension artérielle
Pour vérifier votre éligibilité

B. Stabilisation de poids (4 semaines)

2 1 sem Pesée (tension artérielie)” 90 min
Examen médical et rencontre nutntionnelle
3 Z sem Pesée (fension artérislie)” 10 min
Remise du journal alimentaire 3 jours de départ rempli par le patient
4 3 sem Pesée 16 min
Tension artérielle etfou prise de sang (5 ml) — Pour réévaluer volre
éligibilité*

C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline

5 4 sem Pesée, (tension artérielle)” & heures
Composition corporelie (DEXA scan, four de taille el des hanches)
Dépense énergéliqus (calorimétrie indirecte)

Sécrétion et sensibilité 2 Minsuline (Botnia clamp) (262 mbL)
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D. Entreposage et oxydation d’un repas riche en lipides et biopsies de tissu adipeux

6 4 sem Consommation d'un repas enrichi en °C, prise de sang (250 mL) 7h30
et d’expiration, dépense énergétique, biopsies du tissu adipeux.

E. Perte de poids (24 semaines)

7 § sem Pesée, (tension artérielle)” 1 heure
intervention nutritionnelle pour perte de poids

g 9 sem Pesée, (tension artérielie)” 30 min
suivi digtétique

b 13 sem Pesée, (tension artérielie)” 1 heure

Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)
Reéajustement de llintervention nutritionnelie

10 17 sem FPasée, (tension artérielle)” 30 min
suivi distélique

N
o

21 sem Pesée, (tension artérielley” 30 min
suivi digtétique

ol
N

25 sem Pesée, (tension artérielle)” 30 min
suivi digtétique

P

el
£k

29 sem Pesée, (tension ardérelle)” 1 heure
Remise du journal alimentaire 3 jours apres perte de poids rempli par le
patient

intervention nutritionnelle pour le maintien du poids

F. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)

14 30 sem Pesée 40 min

18 31 sem Pesée 40 min

18 32 sem Fesée 10 min

G. Composition corporelle, dépense énergétique et sécrétion et sensibilité a l'insuline post-intervention
17 33 sem Pesse § heures

Composition corporelle (DEXA scan, tour de taille et des hanches)
Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)
Sécrétion et sensibilité a linsuline (Botnia clamp) (262 mi)

H. Entreposage et oxydation d’un repas riche en lipides et biopsies de tissu adipeux

18 34 sem Consommation d'un repas enrichi en '°C, prise de sang (250 mL) | 7h30
et d’expiration, dépense énergétique, biopsies du tissu adipeux.

“Seulement pour les sujets gul étaient sous un traitement qui a é1¢ cessé pour le temps de Pétude par le médecin
avant Pinclusion

Risques et inconvénients
Votre participation a I'étude comporte quelques risques.

Risques
Biopsie
Lors de la biopsie vous pourrez ressentir un léger inconfort au début de la procédure, lors de
I'anesthésie locale (pigire). Les risques encourus lors de la biopsie sont :
e Hématome (bleu) si un capillaire est blessé lors de 'aspiration. Environ 60% des sujets vont
présenter cette complication. La taille de 'hématome est trés variable, allant d’'un centimétre a
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prés de 10 cm. Cet hématome disparait généralement en moins de 2 semaines. Le risque
d’hématome nécessitant un acte médical complémentaire est minime.

 Infection de la peau (risque minime), qui pourrait nécessiter la prise d’antibiotique.

e Perte de souplesse de la peau au site de la biopsie. Cette complication survient chez moins de
20% des sujets et disparait en 1 a 2 mois.

e Allergie au produit anesthésique (le méme utilisé pour les soins dentaires). Nous vérifierons
avec vous le risque d’'allergie avant la procédure.

Au cours des années 2003-2009 le D' Rémi Rabasa-Lhoret a réalisé plus de 250 biopsies et environ
60% des sujets ont présenté un hématome. Deux sujets ont dd étre revus en raison de la taille de leur
hématome et dans ces deux cas, une simple surveillance a permis de s’assurer de la guérison de
I'hématome. Aucune autre complication n'a été observée.

Repas enrichi en °C

Votre participation a ce test comporte peu de risque. La consommation d’'un repas riche en lipides
peut occasionner des nausées ou des maux d’'estomac temporaires. La consommation de l'isotope
stable ne comporte aucun risque. Un isotope stable n'est pas radioactif, il s'agit d'une variante
naturelle d’'un atome. Cette technique est la méthode étalon (de référence) pour étudier le
métabolisme des nutriments chez I'humain. L'insertion de cathéter pour les prélévements pourrait
causer un léger inconfort. Des ecchymoses (bleus) ou plus rarement des étourdissements (malaise
vagal) peuvent survenir.

Risques socioéconomiques

Un des risques associés au projet de recherche est li¢ a la divulgation des résultats ou de votre
participation a des tiers et en particulier a des assureurs. En effet, les résultats vous concernant
obtenus dans cette étude pourraient permettre de vous identifier comme une personne étant plus a
risque de développer des maladies cardiovasculaire ou le diabéte. Cella pourrait modifier vos
conditions d’assurabilité (assurance-vie, invalidité ou santé) ou d’'obtenir certains emplois.

Bénéfices

Nous espérons aussi que les résultats obtenus nous permettront de faire avancer I'état de nos
connaissances dans le domaine de I'obésité et éventuellement d’en faire profiter la sociéte, mais vous
ne retirerez pas de bénéfice immédiat de votre participation a cette étude.

Critéres d’exclusion

Vous avez consenti et vous avez rencontré tous les critéres d'éligibilité de I'étude principale. Un critére
d’exclusion supplémentaire s'ajoute pour participer a cette sous-étude : vous ne devez pas avoir subi
I'ablation de la vésicule biliaire (cholécystectomie). L'absence de vésicule biliaire peut affecter
I'absorption des gras alimentaires.

Clause de responsabilité

Si, par la suite de votre participation a cette étude, il survenait un incident attribuable aux interventions
médicales requises, il N’y a pas d'autre type de compensation prévu que ce qui est normalement
couvert par votre assurance-maladie. Le D' Rabasa-Lhoret, | e D" Robert Dufour et le D' Pierre
Larochelle disposent des assurances requises a la fois pour la pratique médicale, les activités et les
procédures de recherche. Cependant, en signant le présent formulaire vous ne renoncez a aucun des
droits garantis par la loi.

Confidentialité

Les sujets participant a cette étude seront identifies par un code numérique spécifique. En aucun
moment votre nom ne sera divulgué. Lors de présentations de résultats a des réunions scientifiques
ou lors de publications, vous serez identifié(e) uniquement par votre code numérique. Le décodage
ne pourra étre fait que par le chercheur principal ou par une personne déléguée par ce dernier.
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Cependant, il est possible qu'un délégué du Comité d’éthique de P'Institut de recherches cliniques de
Montréal consulte votre dossier de recherche incluant les données médicales, de méme que votre
formulaire de consentement, afin de s'assurer que l'étude est faite selon le protocole et qu'elle
respecte les régles d’éthique. Avec votre consentement, nous pourrons transmettre les résultats des
tests a votre médecin traitant.

Les échantillons de votre sang et d’ARN seront conservés a l'Institut de recherches cliniques de
Montréal, sous la responsabilité de Drs May Faraj et Rémi Rabasa-Lhoret pour la durée d'analyse et
de publication compléte du projet de recherche (10 ans aprés la fin du projet). En aucun cas, ces
échantillons ne peuvent étre vendus a qui que ce soit (ex. industrie, chercheur)

Selon les normes en vigueur, les données doivent étre conservées pour une durée de 10 ans pour fin
de vérification. En cas de l'arrét de I'étude, les échantillons seront détruits et les données déja
collectées conservées pour fin de vérification ultérieure (10 ans).

Liberté de participation et de retrait de I’étude

Votre participation a cette étude est tout a fait volontaire. Vous étes donc libre d’accepter ou de
refuser d'y participer et vous pouvez vous retirer de I'étude en tout temps, sur simple avis verbal, sans
que cela n'affecte les traitements auxquels vous avez droit, ni ne nuise aux relations avec votre
médecin. La chercheuse s’engage & vous faire connaitre tout nouveau développement qui pourrait
influencer votre décision de participer a I'étude. Vous pourrez également refuser de participer a cette
sous-étude tout en continuant de participer a I'étude principale.

Indemnité
Vos frais de déplacement par transport en commun et de stationnement vous seront remboursés. Les
tests effectués seront gratuits pour tous les participants.

Possibilités de commercialisation

L'analyse de votre échantillon pourrait contribuer a la création de produits commerciaux, par exemple
des médicaments contre 'obésité ou le diabéte. Par contre, méme si par le biais de votre participation
a cette étude vous contribuez a I'élaboration d’un produit, vous ne pourrez en retirer aucun benéfice
monétaire ou financier.

Personnes-ressources
Vous pouvez obtenir plus de renseignements concernant l'étude ou sur votre participation en
communiguant avec :
- La D™ May Faraj au (514) 987-5655.
- Le P Rémi Rabasa-Lhoret au (514) 987-5666, Le °" Robert Dufour au (514) 987-5758 ou le Dr
Pierre Larochelle au (514) 987-5549
Vous pouvez obtenir de 'aide médicale 24 heures/24 en téléphonant au service de messages
aux médecins du CHUM au (514) 890-8100. Le service des messages peut joindre le D
Rabasa-Lhoret en tout temps. Le Dr Rabasa-Lhoret est aussi joignable par courriel:
remi.rabasa-lhoret@ircm.qc.ca
- La coordonnatrice de I'étude: Annie Tardif au (514) 987-5500 poste # 3322 ou par courriel
annie.tardif@ircm.qgc.ca
- La D™ Madeleine Roy, membre du Comité d’éthique, au (514) 987-5636 s'il a des questions en
tant que sujet de recherche.
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Consentement

Je déclare avoir pris connaissance du présent formulaire de consentement. Je reconnais que la
nature et le déroulement du projet de recherche m'ont été expliqués, qu'on a répondu a toutes mes
questions et qu'on m’a laissé le temps voulu pour prendre une décision. Je comprends en quoi
consiste ma participation a cette étude et jaccepte volontairement et librement d’y participer. En
signant le présent formulaire, je ne renonce a aucun de mes droits légaux ni ne libére le chercheur, le
médecin, 'hopital ou le commanditaire de leur responsabilité civile et professionnelle.

Nom du participant

Signature du participant

Date

Je consens a ce que les résultats de cette recherche, qui sont pertinents & mon suivi médical,
soient transmis @ mon médecin traitant.

Oui: [ Non: [

Déclaration du chercheur

Jai expliqué la nature, le but, les procédures, les avantages et les risques de la présente étude. Jai
répondu a toutes les questions qui m’ont été posées. Je crois que le sujet comprend pleinement mes
explications et que son consentement a été donne librement.

D" May Faraj

Nom du chercheur ou D' Rémi Rabasa-Lhoret
ou D" Robert Dufour

ou Dr Pierre Larochelle

Signature du chercheur

Date

Distribution du formulaire de consentement
- Remettre une copie originale au patient.
- Garder une copie originale au dossier de la clinique de 'lRCM.
- Garder une copie originale aux dossiers de la chercheuse.
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