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RESuME

De nombreuses études ont démontré I'importance de la digestion et du microbiote intestinal dans la nutrition
et la santé des chiens. Les systémes digestifs artificiels représentent une alternative pertinente aux essais in vivo,
en accord avec la reglementation européenne des 3R. Aujourd’hui, une dizaine de modéles in vitro statiques ou
dynamiques reproduisant une ou plusieurs parties du tractus gastro-intestinal du chien ont été développés, en
prenant en compte les paramétres physicochimiques, mécaniques et/ou microbiens de la digestion canine. Ces
modeles permettent d'étudier en laboratoire, le devenir de produits alimentaires et vétérinaires dans |'environ-
nement digestif du chien, notamment en termes de digestibilité des macronutriments, bioaccessibilité de micro-
nutriments, survie et activité de microorganismes ou pharmacocinétique des médicaments. Afin d’élargir leurs
potentiels, ces modéles pourront dans un futur proche étre couplés a des modeéles cellulaires ou étre adaptés
pour reproduire des conditions pathologiques comme I'obésité.
Mots clés : modele digestif in vitro, chien, nutrition, santé, microbiote

— ABSTRACT

Numerous studies have demonstrated the importance of digestion and gut microbiota in the nutrition and health
of dogs. Artificial digestive systems represent a relevant alternative to in vivo assays, in accordance with the Euro-
pean 3Rs rules. Today, a dozen static or dynamic in vitro models reproducing one or more parts of the dog's gas-
trointestinal tract have been developed, considering the physicochemical, mechanical and/or microbial parameters
of the canine digestion. These models make it possible to study in the laboratory the fate of food and veterinary
products in the dog's digestive environment, particularly in terms of macronutrient digestibility, micronutrient
bioaccessibility, microorganisms’ survival and activity or drugs’ pharmacokinetics. In order to expand their poten-
tial, in the near future these models may be coupled with cellular models or adapted to reproduce pathological
conditions, such as obesity.

Keywords: in vitro gut model, dog, nutrition, health, microbiota

1- Université Clermont Auvergne, UMR 454 MEDIS UCA-INRAE, F-63000 Clermont-Ferrand, France
2- Démes Pharma, 63430 Pont-du-Chéateau, France

3- Lallemand Animal Nutrition, F-31702 Blagnac Cedex, France

*auteur correspondant : stephanie.blanquet@uca.fr

Cet article est publié sous licence creative commons CC-BY-NC-ND 4.0 @

@ Bull. Acad. Vét. France — 2023 — http://www.academie-veterinaire-defrance.org/ 1 ——



INTRODUCTION

De nos jours, 'espéce canine compte environ 400 races
dont la taille et le poids varient de 1 kg pour un Chihuahua a
100 kg pour un Saint-Bernard. Les animaux de compagnie, et
en particulier les chiens, occupent une place a part entiere dans
la famille, et leur santé et leur bien-étre sont d'une importance
capitale pour leurs propriétaires. La digestion est un phéno-
meéne régionalisé et complexe, contrdlé par voies nerveuses et
hormonales et impliquant de trés nombreux mécanismes phy-
sicochimiques, mécaniques et microbiens, qui joue un role clé
dans la santé du chien. En particulier, au cours de la derniere
décennie, un nombre croissant d’études a montré le role essen-
tiel des microorganismes habitant le tractus gastro-intestinal
du chien, ou microbiote intestinal, en nutrition et santé ca-
nines (Pilla & Suchodolski 2020).

Le développement de nouveaux produits alimentaires et
vétérinaires doit prendre en compte tous ces aspects de la di-
gestion du chien, afin de répondre a des problématiques im-
portantes telles que la digestibilité des aliments, la
bioaccessibilité des micronutriments, la survie et 'activité des
probiotiques, ou encore la libération et 'absorption des médi-
caments dans le tractus gastro-intestinal. Pétude du devenir et
de Pefficacité de ces produits dans 'environnement digestif du
chien se fait généralement grace a des études cliniques in vivo.
Cependant, ces essais sont de plus en plus limités par des
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contraintes réglementaires, éthiques et sociétales, et le cofit élevé
de ces essais. Or, la mise sur le marché d'un nouvel additif alimen-
taire ou médicament est associée a une exigence de plus en plus
forte d’apport de justifications scientifiques, dans un contexte ot
il devient difficile de mener des essais sur les animaux. En effet,
les regles européennes et nord-américaines des "3R" (pour « Re-
duce », « Refine » et « Replace ») encouragent fortement une di-
minution drastique du nombre d'animaux utilisés en recherche et
pronent le développement d'approches alternatives in vitro.

MODELES /N VITRO DE LA DIGESTION DU CHIEN

Une des approches alternatives aux essais in vivo chez le
chien est 'utilisation de systemes digestifs artificiels, qui repro-
duisent les phénomenes physicochimiques, mécaniques et/ou
microbiens de la digestion canine. Il existe actuellement dans le
monde tres peu de modeles in vitro reproduisant I'environnement
gastro-intestinal du chien. Depuis 1995, seuls 13 modeles ont
été développés reproduisant les compartiments gastrique, intes-
tinal et/ou colique, mais il n'existe pas, a ce jour, de modele de
la phase orale chez le chien (Tableau 1). La majorité des systemes
développés reproduisent le colon du chien et sont des modeles
statiques, trés simplifiés, qui ne prennent pas en compte le dy-
namisme et la régionalisation donc la complexité des processus
de digestion in vivo.
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Tableau 1 : Principaux modeles de digestion/fermentation in vitro pour reproduire I'environnement digestif du chien et leurs caractéristiques.
CANIM-ARCOL: Canine Mucosal Artificial Colon; COz, dioxide de carbone; FIDO, Functional gastrolntestinal DOg model; N2, ni-
trogen; M-SCIME, Mucosal Simulator of the Canine Intestinal Microbial Ecosystem.

I'Deschamps et al. 2023 (soumis)
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Modeéles in vitro du tractus digestif supérieur

Différents modeles reproduisant le tractus digestif supérieur
ont été mis au point, simulant de facon simplifiée les phéno-
menes enzymatiques de la digestion dans l'estomac et l'intestin
gréle. Ces modeles sont des fioles dans lesquelles sont mélangés
des aliments broyés pour chiens et des enzymes digestives (pep-
sine et pancréatine) (Hervera et al. 2007 ; de Castro Santos
Melo et al. 2021). En 1999, un modele dynamique trés complet
de I'estomac et de 'intestin gréle du chien a été développé aux
Pays-Bas, la technologie du modele gastro-intestinal du TNO
appelé TIM-1, mis au point a I'origine pour reproduire les
conditions digestives humaines (Smeets-Peeters et al. 1999).
Ce modele, appelé FIDO (Functional gastrolntestinal DOg
model), intégre tous les compartiments digestifs supérieurs (es-
tomac, duodénum, jéjunum et iléon) et reproduit I'essentiel
des parametres de la digestion chez le chien, comme la tempé-
rature corporelle, la cinétique du pH gastrique et de I'intestin
gréle, le temps de vidange des compartiments gastrique et iléal,
le temps de transit entre chaque compartiment, le brassage du
chyme alimentaire, I'administration séquentielle des sécrétions
digestives (pepsine et lipase dans I’estomac, bile et suc pan-
créatique dans le duodénum) et I'absorption passive de I'eau et
des produits de digestion grace a des fibres de dialyse connec-
tées au niveau du jéjunum et de I'iléon. FIDO a été congu pour
reproduire les parametres digestifs de chiens de taille moyenne,
sur la base d'une large revue de la littérature (Smeets-Peeters
et al. 1998). Le modele a été validé comparativement a des
données in vivo, mais uniquement pour des applications nutri-
tionnelles. Ainsi, des comparaisons ont été effectuées en
termes de digestibilité des protéines ou de bioaccessibilité du
calcium, a la fois dans le modele FIDO et in vivo chez des
chiens possédant des canules iléales, démontrant la pertinence
du systeme in vitro. Malgré sa complexité, ce modele ne repro-
duit qu’'une partie des phénomenes de la digestion chez le
chien. En effet, méme s'il est particulierement pertinent pour
simuler les parametres physico-chimiques ayant lieu dans la lu-
miere digestive de I'estomac et de I'intestin gréle, ce modele
n’integre pas le microbiote intestinal. Une autre limitation ma-
jeure du systeme FIDO est que les aliments doivent étre fine-
ment mixés avant leur introduction dans I'estomac, ce qui peut
largement influencer la digestibilité des macronutriments et la
bioaccessibilité des micronutriments, et reste trés loin de la réa-
lité chez le chien qui avale grossierement les aliments plutdt
qu’il ne les mache finement. Enfin, plus récemment, le modele
de dissolution Artificial Stomach-Duodenum (ASD) a été adapté
a la digestion du chien dans I'objectif de pouvoir réaliser des
études pharmaceutiques de solubilité de formulations orales
(Lee et al. 2017). Ce modele bi-compartiment reproduit a la
fois l'estomac et le duodénum, avec les pH et les temps de tran-
sit associés, ainsi que les sécrétions digestives par I'ajout d’'une
solution de pancréatine.

Modéles in vitro du tractus digestif inférieur

Huit autres dispositifs disponibles sont des modeles in vitro sta-
tiques reproduisant le cdlon du chien, avec des systemes de
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type fermentation en batch (Sunvold et al. 1995; Tzortzis et al.
2004; Bosch et al. 2008; Cutrignelli et al. 2009; Vierbaum et al.
2019; Van den Abbeele et al. 2020; Oba et al. 2020). De maniére
générale, ces systémes sont constitués d’un seul récipient, inoculé
avec une selle de chien adulte mise en suspension dans un tam-
pon ou milieu nutritif, maintenu a 39°C en absence d’oxygene
grace a I'ajout de CO2 ou de Nz, et sans ajout au cours du temps
(systeme clos). Le plus souvent, la composition du milieu nutritif
n'a pas été adaptée pour tenir compte de 'alimentation du chien
et est basée sur des milieux de culture précédemment développés
pour 'Homme. De facon importante, ce type de modele ne per-
met pas de reproduire le temps de transit ou la motilité digestive
colique. Le pH n’est également pas régulé et peut évoluer forte-
ment au cours de la fermentation. Ce type de modele in vitro est
généralement utilisé pour évaluer la digestibilité des fibres ali-
mentaires et la production d’acides gras a chaine courte, qui sont
des produits de fermentation majeurs issus de Iactivité fermen-
taire du microbiote. Un modele plus complet a été développé
reproduisant les compartiments de 1'iléon, du colon proximal,
du cdlon transverse ou du rectum dans différentes fioles inocu-
1ées avec les fluides digestifs correspondants, collectés a partir de
chiens adultes (Bosch et al. 2008). Cependant, ce modele repro-
duit uniquement I’anaérobiose des compartiments et la tempé-
rature corporelle du chien, les paramétres tels que le pH, le temps
de transit ou le brassage n’étant pas reproduits. Malgré I'intérét
de la multi-compartimentation, le principal inconvénient de ce
modele est la nécessité d'utiliser une méthode invasive pour col-
lecter des fluides digestifs in vivo afin d’inoculer les fioles in wvitro.
Enfin, a ce jour, un seul modele de fermentation statique repro-
duit le mucus intestinal en intégrant des microcosmes recouverts
de mucine (Oba et al. 2020). En effet, I'épithélium intestinal est
tapissé sur toute sa longueur d’une couche protectrice de mucus
qui peut étre colonisée par des bactéries spécifiques. La présence
de mucus in vitro permet ainsi de reproduire cette niche écolo-
gique qui joue un role important dans la santé de I’hote.

A c6té de ces systemes statiques, deux modeles dynamiques
du colon ont été développés, intégrant les parameétres nutrition-
nels, physicochimiques et microbiens spécifiques de ce compar-
timent digestif. Ces deux modeles ont été initialement
développés chez ’'Homme et adaptés plus récemment au porc et
au chien. Le Canine M-ARCOL (CANIM-ARCOL) reproduit
la composition nutritionnelle et les profils de sels biliaires de
I’environnement colique du chien, le pH, le temps de transit, et
distingue les microenvironnements luminal et mucosal de 1’éco-
systeme digestif du chien. De facon originale, ce modele est le
seul ot I'anaérobiose est maintenue par la seule activité du mi-
crobiote résident, permettant d'étudier la composition des gaz
fermentaires produits par le microbiote. Ce modele est égale-
ment le seul 2 avoir été adapté a différentes tailles de chiens
(« petit » de moins de 10 kg, « moyen » de 10 2 30 kg et « grand »
de plus de 30 kg) et a été validé par des comparaisons in vitro-in
vivo. Le second modele dynamique est le Mucosal Simulator of
the Canine Intestinal Microbial Ecosystem (M-SCIME). C’est ac-
tuellement le seul & reproduire 1'ensemble du tractus gastroin-
testinal du chien, de l'estomac au colon, a I'aide de quatre
bioréacteurs reproduisant l'estomac, I'intestin gréle, le cdlon
proximal et distal (Verstrepen et al. 2021). Ce modele reproduit
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la température corporelle, la régionalisation du pH gastrique
et intestinal, le temps de transit gastro-intestinal, les sécrétions
digestives (suc pancréatique et bile), I'anaérobiose et le micro-
biote luminal et mucosal dans les compartiments coliques. Le
modele M-SCIME n’a été adapté que pour reproduire la diges-
tion de chien de taille moyenne et validé par comparaison avec
des données in vivo obtenues lors d’'une étude clinique impli-
quant dix Beagles.

APPLICATIONS DES MODELES IN VITRO
DE DIGESTION

Les modeles in vitro de digestion représentent une plate-
forme puissante pour étudier le devenir de tout intrant positif
ou négatif dans l'environnement digestif du chien (Figure 1).
Ils peuvent ainsi fournir des informations précieuses sur les mé-
canismes d’action de produits déja sur le marché (génériques,
extension de gamme...) et/ou participer au développement de
nouveaux produits tels que des aliments spécialisés ou des mé-
dicaments innovants. Méme s'ils restent trés simples, les mo-
deles mono-compartimentés statiques sont des outils
intéressants pour effectuer le criblage d'un grand nombre de
composés en raison de leur faible coftit et de leur facilité de
manipulation. Les systémes multi-compartimentés dyna-
miques reproduisent des conditions digestives plus physiolo-
giques, mais nécessitent une forte expertise pour étre
manipulés et ne peuvent étre appliqués qu'a un nombre réduit
de composés d’intéret.
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Figure 1: Principales applications des modeles in vitro de digestion/
fermentation.

A ce jour, les modeles in vitro simulant I'environnement di-
gestif du chien ont été principalement utilisés pour des appli-
cations nutritionnelles. Les principales applications
concernent |'évaluation de la digestibilité des macronutriments
(protéines, lipides, glucides) et la bioaccessibilité de micronu-
triments tels que vitamines ou minéraux, ou de phyto-consti-
tuants comme les polyphénols. Ces systémes peuvent aussi
fournir des informations précieuses sur les effets de composés
non entierement digérés dans I'intestin gréle, comme les fibres
alimentaires (dont certaines possédent des propriétés prébio-
tiques), sur la composition et l'activité du microbiote intesti-
nal, e.g. par le biais de mesures de la production d’acides gras
a chaine courte et/ou branchés ou des gaz fermentaires. Des
souches probiotiques peuvent aussi étre testées dans les mo-
deles in vitro pour évaluer leur survie (et l'effet du mode d'ad-
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ministration), leur activité métabolique par exemple via la pro-
duction de composés antimicrobiens tels que les bactériocines
et/ou leurs interactions avec le microbiote intestinal (Ogué-Bon

etal. 2011).

Concernant les applications en santé et notamment en mé-
decine vétérinaire, la cinétique de libération et d'absorption des
médicaments peut étre suivie tout au long du tractus gastro-in-
testinal, ainsi que 1'influence des formulations orales, de diffé-
rentes doses d’administration, de 1'état nourri ou a jeun, de la
matrice alimentaire (interactions aliment-médicament), et les
interactions avec d’autres médicaments. A 1'heure actuelle, la
posologie des médicaments n'est établie qu'en fonction du poids
corporel ou du poids métabolique du chien. Lutilisation de ces
approches in vitro, et notamment du CANIM-ARCOL, pourrait
permettre de mieux appréhender I'impact de certains parameétres
digestifs associés a la taille du chien et susceptibles d’influencer
la bioaccessibilité des médicaments. En outre, les systemes di-
gestifs artificiels permettent d’obtenir des connaissances nou-
velles sur la métabolisation des médicaments destinés au chien
par le microbiote intestinal et/ou les effets de ces médicaments
sur sa composition et ses fonctions métaboliques. A titre d’exem-
ple, les perturbations induites par une antibiothérapie orale ont
été reproduites de facon pertinente dans le CANIM-ARCOL,
puis 'efficacité de stratégies de restaurations du microbiote ba-
sées sur des prébiotiques et postbiotiques a été démontrée.

CHALLENGES ET LIMITES DES MODELES
IN VITRO

Aujourd’hui, la premiére limite des modeles dynamiques est
le faible nombre de réplicats biologiques. Ceci peut étre amélioré
en augmentant le débit des modeles dynamiques pour tester un
plus grand nombre de selles et prendre en compte la variabilité
interindividuelle, pour aller vers de la médecine ou nutrition
personnalisées. D’autre part, malgré leurs nombreux intéréts et
applications, les systemes digestifs artificiels restent des modeles
et ne reproduisent pas les interactions avec les cellules de I'hote,
notamment intestinales et immunitaires, ni les contrdles ner-
veux et hormonaux de la digestion. Pour pallier une partie de
ces limites, les modeles in vitro peuvent étre couplés avec des
modeles de lignées cellulaires voire des organoides, afin de réa-
liser des études mécanistiques (e.g. suivi des voies métaboliques
des cellules intestinales, comme des voies de I'inflammation) ou
de toxicité. Si les données in vivo nécessaires sont disponibles,
le potentiel des systémes in vitro peut théoriquement étre ajusté
en fonction de la matrice alimentaire, de I’Age ou de la race des
chiens, mais aussi reproduire des situations physiologiques
comme pathologiques (e.g. pathologies inflammatoires intesti-
nales, obésité...). Ces modeles in vitro peuvent s’intégrer tres fa-
cilement dans le processus de commercialisation de nouveaux
additifs alimentaires ou de produits de médecine vétérinaire,
comme alternative a I'experimentation animale (Figure 2). En
particulier, ils permettent pour les plus simples de réaliser des
études préliminaires de sélection des composés d’intérét, puis de
fournir des éléments sur leur devenir dans 'environnement di-
gestif du chien, et des premieres preuves de leur efficacité. Néan-
moins, des essais cliniques seront nécessaires pour obtenir
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