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HCI : Acide chlorhydrique

HDL.: Lipoprotéine de densité haute (High
Density Lipoprotein).

HNF4a : Hepatic Nuclear Factor

HP : hydroperoxydes.

HPLC : Chromatographie Liquide Haute
Performance.

I a: Indice d’acide.

IC50 : concentration inhibitrice de 50%

IKK : Inhibiteur de Kappa B Kinase

IL-6 : Interleukine-6



IMC : Indice de Masse Corporelle

IRS-1: Insulin Receptor Substrate-1
Is : Indice de Saponification

Jak?2 : Janus Kinase 2

JNK : c-Jun NH2-terminal Kinase
LPL : Lipoprotéine Lipase

LPA : Acide Lysophosphatidique

LDL.: Lipoprotéine de Basse Densité (Low
Density Lipoprotein).
LCAT: Lecithin
Transferase

Cholesterol  Acyl

MCV : Maladies Cardiovasculaires
MDA : Malondialdéhyde

MnC|2

MCP-1 : Facteur Chimiotactique des
Monocytes.

MgCl; : Chlorure de Magnesium
NF-kB : Facteur Nucléaire Kappa B

Ng': Indice de Réfraction.
NaCl: Chlorure de Sodium

Na,HCO3;

NaOH : Hydroxyde de Sodium.
NPY : Neuropeptide Y

NADP : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate

NADPH : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate Réduit

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORAC: Capacité Antioxydante Totale

(Oxygen Radical Absorbance Capacity)

OEA : Oléoyléthanolamide

C/EBP : CCAAT-Enhancer-Binding
Proteins

a-MSH : a-Melanocyte Stimulating
Hormone

PA : Acide Phosphatidique

POMC : Pro-Opiomélanocortine
PC-1 : Prohormone Convertase 1

PKC : Phosphokinase C
p38 MAPK

PPAR: Peroxisome Proliferation Activated
Receptor

PTPs: Protéine Tyrosine Phosphatases

PBS : Tamponphosphate

PAI-1 : Inhibiteur de 1’Activateur du
Plasminogéne

pH : Potentiel d’hydrogéne

PKCp : Protéine Kinase Cp.

PC : Protéines Carbonylées

P13-K: Phosphatidyl Inositol 3-Kinase

RE : Réticulum Endoplasmique
RTH : Rapport du Tour de Taille /Hanches
SNC : Systeme Nerveux Central

SOCS3 : Suppresseur de la Voie Cytokine
Signaling-3

SDS: Dodécylsulfate de Sodium
SOD: Superoxyde Dismutases
SREBP: Sterol Regulatory

ElementBinding Protein
TBA: Acide Thiobarbiturique
TZDs: Thiazolidindiones
T(lag): Phase de latence



T (max) : Temps d’Oxydation Maximal
TiOSOq,: Titanium Oxyde Sulfate.
TPP : Triphenylphosphine.

TG : Triglycérides

TNF-a : Facteur de Nécrose Tumorale-a.

TCA : Acide Trichloroacétique

VC: Vitamine C

VLDL : Lipoproteine de Tres Basse
Densité. (Very Low Density Lipoprotein)
UV : Ultra-Violet

o : Alpha

B: Béta.

v: Gamma.



Résumé

L’¢épidémie actuelle d’obésité est un probléme de santé publique majeur de trés nombreux
pays a travers le monde. Cette épidémie s’explique en partie par une abondance de
nourriture & haute densité énergétique associée a une sédentarisation de la population.
C’est une maladie multifactorielle complexe qui expose 1’organisme a des complications
métaboliques. Ce travail a pour but d’évaluer le pouvoir antioxydant in vitro de 1’huile
d’argan ensuite de vérifier ’efficacité d’un régime expérimental enrichi en huile d’argan
par la correction des altérations métaboliques associées a 1’obésité nutritionnelle, chez le
rat Wistar. La détermination des indices physico-chimiques a révélé une huile pure, fine
et non siccative. La composition en acides gras montre une insaturation importante, due
aux teneurs élevées en acides oléique et linoléique, on note une faible teneur en acide
linolénique. Par ailleurs, notre huile contient des taux non négligeables en polyphénols
totaux et en a-tocophérol. L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par des méthodes
colorimétriques (DPPH, FRAP, B-caroténe) a révélé que I’huile d’argan a une activité
antioxydante importante. Le régime hyperlipidique provoque une augmentation du poids
corporel associée a une élévation du tissu adipeux et son enrichissement en lipides ainsi
que de nombreuses altérations métaboliques et de la balance oxydante/antioxydante.
Cependant, la consommation du régime enrichi en huile d’argan pendant un mois, entraine
une réduction du poids corporel accompagnée d’une diminution du poids du tissu adipeux
et son appauvrissement en lipides, une diminution de la glycémie, de I’insulinémie et des
teneurs en cholestérol et triglycérides au niveau du plasma, des lipoprotéines, du foie et
du tissu adipeux. L’enrichissement du régime par I’huile d’argan améliore également le
statut oxydant/antioxydant. En effet, on note une réduction des teneurs plasmatiques,
érythrocytaires et tissulaires en malondialdéhyde, hydropéroxydes et en marqueurs de
I’oxydation des lipoprotéines, et une augmentation des teneurs en vitamine E et des
activités de la catalase et la superoxyde dismutase au niveau des érythrocytes, du foie et du
muscle. En conclusion, les altérations du metabolisme et de la balance redox associées a
I’obésité nutritionnelle peuvent étre corrigées par la consommation réguliére de 1’huile

d’argan.

Mots clés: obésité, huile d’argan, régime hypergras, acides gras, polyphénols,

tocophérols, statut oxydant/antioxydant.



Abstract

The current epidemic of obesity is a major public health problem in many countries
worldwide. This epidemic is partly explained by an abundance of energy-dense food
associated with a sedentary lifestyle. It is a complex multifactorial disease that exposes the
body to metabolic complications. This work aims to evaluate the in vitro antioxidant
capacity of argan oil, and then to verify the effectiveness of the experimental diet enriched
with argan oil on the correction of metabolic alterations associated with nutritional
obesity, in Wistar rats. Physico-chemicals indices determination, showed a pure, fine and
not drying oil. The fatty acid composition shows an important unsaturation due to high
levels of oleic and linoleic acids, we note the presence of a low linolenic acid level.
Furthermore, our oil contains significant levels of total polyphenols and a-tocopherol.
The evaluation of in vitro antioxidant power by colorimetric methods (DPPH, FRAP, B-
carotene) revealed that the argan oil have an important antioxidant activity. The high fat
diet causes an increase in body weight associated with increased adipose tissue and its
lipid enrichment as well as numerous metabolic alterations and the balance oxidant /
antioxidant. However, consumption of diet enriched with argan oil for one month, leads to
a reduction in body weight accompanied by a decrease in adipose tissue weight and its
loss in fat, decreased of glycemia, insulinemia and levels of cholesterol and triglycerides
in plasma, lipoproteins, liver and adipose tissue. Also, argan oil enriched diet improves the
oxidant / antioxidant status. In fact, there is a reduction in plasma, erythrocytes and tissue
levels of malondialdehyde, hydroperoxides and markers of lipoprotein oxidation, and
increased levels of vitamin E and catalase and superoxide dismutase activities in
erythrocytes, liver and muscle. In conclusion, the alterations of the metabolism and the
redox balance associated with nutritional obesity can be corrected by the regular

consumption of argan oil.

Key words: obesity, argan oil, high fat diet, fatty acids, polyphenols, tocopherols,
oxydant/antioxydant status.
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Introduction




Durant les trente derniéres années, la prévalence de I'obésité a augmenté de facon
alarmante dans les pays en voie de développement, les taux se rapprochent rapidement de
ceux observes dans les pays développés. En effet, a partir des années 1980, cette epidémie
a émergé du développement des technologies qui ont causé des modifications profondes
dans les habitudes alimentaires, la qualité de 1’alimentation et la diminution de 1’exercice
physique. Ce nouveau mode de vie « occidentalisé » serait responsable de 1’augmentation
de la prévalence de I’obésité et des maladies associées.

En effet, notre alimentation actuelle est représentée par des apports lipidiques
importants, notamment en acides gras saturés (AGS). Or, un apport nutritionnel riche en
graisses (hypergras) associé a un mode de vie sédentaire conduit au stockage des
triglycérides, non seulement dans le tissu adipeux, mais aussi de fagon ectopique dans
d’autres tissus, tels que le foie et le muscle squelettique. Ces derniéres années, un nombre
important d’¢tudes ont pu décrire les anomalies métaboliques liées a une telle
consommation. Il est prouvé que I’exceés d’AGS alimentaires participe a 1’étiologie des
maladies cardiovasculaires (MCV) de par leur effet sur la lipémie, en particulier
I’augmentation de la cholestérolémie (cholestérol-LDL) qu’ils induisent, et par ce biais,
participent a 1’apparition et au développement de 1’athérosclérose (Despres et Lumineux,
2006 ; Dubois et al., 2007 ; Pérez-Escamilla et al., 2012). Un faisceau d’arguments tend
a montrer que ces sources lipidiques peuvent induire des anomalies métaboliques
fréeqguemment observées au cours du syndrome métabolique (augmentation de la masse
adipeuse périviscérale, infiltration graisseuse ectopique, dyslipidémie, dérégulation de
I’homéostasie glucidique) (Walrand et al., 2010 ; Hermier, 2010).

Chez I’homme, 1’obésité est corrélée a un taux élevé de cholestérol-VLDL (Very Low
Density Lipoprotein) et du cholestérol- LDL (Low Density Lipoprotein), avec une

diminution du cholestérol-HDL (Hight Density Lipoprotein). Ce profil lipoprotéique



athérogéne qui favorise la formation de la plaque athéromateuse entraine une bonne partie
des anomalies du métabolisme des acides gras et des triglycérides dans le foie et le tissu
adipeux (Laplante et al., 2006 ; Li et al., 2013 ; Zhu et al., 2013).

De plus, chez les sujets obéses, les marqueurs pro-oxydants et pro-inflammatoires sont
plus élevés comparées a ceux observés chez les personnes de poids normal (Figueroa et
al.,, 2011 ; Dandona et al., 2005). En effet, I’excés d’acides gras libérés par le tissu
adipeux sera utilisé comme substrat et oxydé par les mitochondries. Ces derniéres vont
libérer des particules d’oxygenes réactives néfastes pour le fonctionnement cellulaire.
Chez les obeses, le taux des antioxydants est faible, il existe un déséquilibre entre les
défenses antioxydantes et les radicaux libres, d’ou I’installation d’un stress oxydatif (Ben
Slama et al., 2009 ; Savini et al., 2013).

Chez le rat, un régime hyperlipidiqgue consommé pendant deux mois induit une
augmentation de la prise alimentaire, du poids corporel, une accumulation des lipides dans
le tissu adipeux, une élévation des concentrations sériques en glucose, en insuline et en
leptine. De plus, ce régime hyperlipidique augmente significativement les concentrations
plasmatiques des marqueurs de la peroxydation lipidique et induit une oxydation
protéique, ainsi qu’une oxydation de 1’albumine plasmatique (Milagro et al.,
2006 ;Yamato et al., 2007).

Par ailleurs, un régime alimentaire équilibrée en macromolécules (protéines, glucides et
lipides), vitamines, oligoéléments et sels minéraux permet a 1’organisme de réguler
I’ensemble des réactions métaboliques, et par conséquence, peut contribuer a ralentir le
risque de survenue de plusieurs événements pathologiques. En effet, plusieurs études en
nutrition sont basées sur le lien existant entre la composition de certains aliments et la

prévention de divers dysfonctionnements au sein de 1’organisme qui se traduisent



généralement par des pathologies dites maladies métaboliques (maladies coronariennes,
hypertension...etc) (Agarwal et al., 2012 ; Peng et al., 2013) .

Les lipides alimentaires, dont les composants majeurs sont des acides gras, sont des
nutriments indispensables a la croissance et au fonctionnement de 1’organisme. Si les AGS
sont qualifiés de « lipotoxiques », les acides gras monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés
(AGPI) sont considérés comme « bénéfiques », en tant que précurseurs pour d’autres
métabolites bioactifs. En effet, les AGMI améliorent la sensibilité a I’insuline et le profile
lipidique. La consommation de régimes riches en AGMI comme le régime méditerranéen
est associée a une faible incidence de mortalité liée a I’obésité, le diabéte, les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et méme le cancer. Les AGMI
améliorent également le statut redox de I’organisme en enrichissant les membranes
biologiques et les lipoproteines, les protégeant ainsi des effets délétéres du stress oxydatif
(Reaven et Witztum, 1996).

Par ailleurs, la place de certains antioxydants dans 1’alimentation, notamment les
tocophérols et les polyphénols, est encore a préciser. Les tocophérols et polyphénols
alimentaires sont des microconstituants non essentiels mais semblent avoir des effets
bénéfiques sur la santé (Reboul et al., 2007 ; Visioli et al., 2011). Cependant, de récentes
études ont montré que ces micronutriments pouvaient agir indirectement sur le stress
oxydant en stimulant 1’expression et I’activité des systemes de defense antioxydants (Sies,
2010 ; Magosso et al., 2013).

Actuellement, la part de la nutrition a pris une place importante dans la protection et la
lutte contre les maladies cardiovasculaires. De nombreux travaux de recherche se sont
focalisés sur I'apport nutritionnel en acides gras insatures et en antioxydants, et par voie de

conséquence se penchent avec un intérét toujours grandissant sur la composition en acides



gras et en micronutriments des huiles et graisses végétales et leurs effets physiologiques et
moléculaires sur le métabolisme chez I'nomme.

L’huile d’argan, destinée a I’alimentation humaine, est issue du fruit de ’arganier
Argania spinosa. L Skeels, endémique au Maroc et au Sud-ouest Algérien, qui pousse
particulierement dans sa limite la plus extréme (Tindouf), est certainement 1’essence la
plus originale de I’Afrique du Nord. En effet, les propriétés nutritionnelles de I'huile
d’argan sont dues a sa composition chimique riche en acides gras insaturés (oléique et
linoléique) et en tocophérols et polyphénols, molécules dotées de fortes propriétés anti-
oxydantes (Gharby et al., 2011). Cette composition a déclenché des travaux de recherche
visant a promouvoir 1’utilisation de I’huile d’argan comme produit pharmacologique. En
effet, il a ¢ét¢ montré que I'huile d’argan comestible présente un effet
hypocholestérolémiant (Cherki et al., 2005) et antioxydant (Drissi et al., 2004). La
fraction insaponifiable de I’huile d’argan a également montré un effet antiprolifératif sur
des lignées cancéreuses humaines de prostate (Drissi et al., 2006 ; Bennani et al., 2007).
Actuellement, au sein de la communauté scientifique, I’intérét pour 1’huile d’argan et pour
ses effets physiologiques s’est considérablement développé, ce qui a eu pour résultat de
faire passer le statut de cette huile d’un produit alimentaire diététique a celui d’un produit
trés pris€ pour ces qualités antioxydantes et nutritionnelles. Cependant, bien qu’un certain
nombre d’études ont déterminé le role bénéfique et préventif de la consommation de
I’huile d’argan contre les maladies cardiovasculaires chez 1’homme (Berrougui et al.,
2006 ; Sour et al., 2012), le cancer et le diabete (Bennani et al., 2007 ; Bellahcen et al.,
2012). L’effet de cette huile contre 1’obésité nutritionnelle induite par le régime hypergras
chez le rat Wistar reste a élucider.

Afin de comprendre la physiopathologie du développement d’une obésité nutritionnelle

et sa correction par I’huile d’argan, et d’avoir une définition plus précise de ses effets sur



la dyslipidémie, I’équilibre glycémique, ainsi que les marqueurs oxydants antioxydants
associés a 1’obésité, notre étude porte sur plusieurs objectifs:

1. Déterminer la composition physico-chimique de I’huile d’argan Algérienne (indices
physico-chimiques, acides gras, tocophérols et polyphénols) provenant de la région de
Tindouf, ensuite de tester son pouvoir antioxydant in vitro par les trois techniques : effet
scavenger du radical DPPH, la technique de la réduction du fer FRAP et le test du
blanchissement du -caroténe couplé a I’auto-oxydation de I’acide linoléique.

2. déterminer les effets du régime hypergras sur le métabolisme et le statut
oxydant/antioxydant chez le rat Wistar.

3. Voir les effets bénéfiques de la consommation de I’huile d’argan en analysant les
modifications hormonales (insuline, leptine), du métabolisme (lipides, glucides, protéines)
et du statut redox (malondialdéhyde, hydropéroxydes, protéines carbonylées, oxydation in
vitro des lipoprotéines, pouvoir antioxydant total du plasma, vitamines A, C et E, catalase,
superoxyde dismutase, glutathion peroxydase et oxydase) chez les rats nourris au régime

hypergras par rapport aux témoins.
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Tout au long de I’histoire de I’humanité, la prise de poids et I’accumulation de réserves
de graisses ont été considérées comme des signes de santé et de prospeérité. En des temps
de travail harassant et de pénuries alimentaires fréquentes, parvenir & assurer un apport
énergeétique suffisant pour répondre aux besoins était le principal souci en matiere de
nutrition. Cependant, aujourd’hui, I’industrialisation et 1’urbanisation ameénent une
élévation du niveau de vie, entrainant des changements dans les comportements et les
habitudes alimentaires. Le surpoids et I’obésité constituent une des plus graves menaces
pour la santé publique (Ndiaye, 2007).

En effet, quand la quantité d’énergie apportée par notre alimentation est supérieure a la
quantité d’énergie que nous dépensons, notre organisme stocke des réserves sous forme de
triglycérides dans notre tissu graisseux (tissu adipeux). Ainsi, un exces d’apports et/ou une
diminution des dépenses énergétiques favorise 1’obésité (Low et al., 2009). L'obésité est
donc un résultat direct d'un déséquilibre entre I'apport et la dépense énergétique.

D’un point de vue médical, I’obésité se définit comme un exces de masse grasse
entrainant des inconvénients pour la santé somatique, psychologique et sociale (Ziegler,
2009 ; Savini et al., 2013). En pratique clinique courante, 1’estimation de la masse grasse
est basée sur des mesures anthropomeétriques telles que le poids et la taille. Chez I’adulte,
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit I’obésité en fonction de I’Indice de
Masse Corporelle (IMC). Celui-ci est calculé par la formule suivante : IMC (kg/m?) =
Poids (kg) / Taillez (m2). Si les valeurs normales pour la population adulte sont comprises
entre 18,5 et 24,9 kg/m?, le surpoids est caractérisé par un IMC entre 25,0 et 29,9 kg/m?,
alors que I’obésité avérée commence a partir de I’'IMC de 30 kg/mz, et lorsque 'IMC est
supérieur & 40,0 kg/m? on parle de ’obésité massive ou morbide (Banack et kaufman ,
2014 ; Flegal et al., 2013). Cependant, I’interprétation de I’'IMC peut avoir quelques

limites. En effet, ’IMC ne donne aucune indication quant a la répartition de la masse



graisseuse dans 1’organisme dont dépend le risque de complications associées a
I’augmentation de la masse grasse, l'excés de tissu adipeux au niveau de la cavité
abdominale (obésité de type androide ou centrale) est beaucoup plus néfaste pour la santé
qu’au niveau des cuisses et des hanches (obésité de type gynoide ou glutéo-fémorale)
(Despres et Lemieux, 2006). Pour cela, d'autres mesures sont fréquemment utilisées,
telles que le rapport du tour de taille sur celui des hanches (RTH). Pour ne pas étre
considéré en surpoids ou obésité, le RTH doit étre inférieur a 0.90 chez I'homme et a 0.85
chez la femme (Nishida et al., 2010).

L’obésité est une maladie longtemps silencieuse, devenue une épidémie qui sévit dans
une large zone géographique et qui touche une forte proportion de la population mondiale
de tous &ges et de tous sexes. Elle est la 5™ cause de mortalité au niveau mondial,
concernant 5% des morts qui surviennent chaque année. Selon les derniéres estimations de
I’OMS, 1.6 milliards d’adultes de plus de 15 ans seraient en surpoids ou obeses, et 300
millions de femmes seraient obéses. Le tiers de ces personnes vivent dans les pays en voie
de développement. Il est prévu qu’en 2015, ces nombres passeront respectivement a 2.3
milliards et 700 millions (OMS, 2011). La distribution de 1’obésité est sommaire dans le
monde entier mais sa prévalence varie d’un pays a l’autre. L'augmentation de la
prévalence de I’obésité a été relevée aux Etats-Unis, puis s'est étendue a d’autres pays
industrialisés et elle est méme désormais bien connue dans les pays en développement
(Prentice, 2006). Au Maroc, I’obésité touche 13% de la population adulte (El Hafidi et
al., 2004). Une étude plus récente, réalisée sur des femmes uniquement, a conclu une
prévalence d’obésité et de surpoids dépassant 80% (avec 47% de femmes obeses et 37%
de surpoids) (Jafri et al., 2013). En Tunisie, on note un pourcentage d’obésité de 14% en
2002 (Ben Slama et al., 2002). Une étude récente a conclu une prévalence de 71.1% de

surpoids et 37% d’obésité chez une population tunisienne (Maatoug et al., 2013).



L’Algérie, comme les autres pays du Maghreb, en plein essor économique, n’est pas
épargnée par ce fléau des temps moderne. Une étude réalisée dans la capitale Alger, révéle
que pres de la moitié de la population présente un exces pondérale ; 1/3 accuse un
surpoids, 15.1% ont une obésité et 1.2% ont une obeésité morbide (Kemali, 2003). Les
résultats d’une enquéte nationale de santé, menée en Algérie en juin 2005, ont montré que
55.9% des personnes agées de 35 a 70 ans sont atteintes de surpoids ; 1’obésité toucherait
21.24% (Enquéte Nationale de Santé, 2005). L’étude récente de I’équipe d’Atek
confirme une prévalence d’obésité de 19.6% avec une prédominance féminine, on note
chez les femmes un pourcentage de 30% et seulement 9% chez les hommes (Atek et al.,
2013).

L’obésité est associée a un taux élevé de mortalité d’autant plus qu’elle survient plus tot
dans la vie adulte. Elle expose I’organisme a des complications métaboliques qui se
traduisent par des pathologies chroniques qui sont loin d’étre bénignes (Dixon, 2010). Il
est bien ¢établi que 1’obésité est un facteur de risque important dans la survenu du diabete
non insulinodépendant (DNID). En effet, les patients atteints de DNID présentent, au
moment du diagnostic de leur pathologie, un fort degré d’adiposité. Des travaux de
recherche ont démontré un lien directe entre I’'IMC et d’autres facteurs de risque cardio-
métaboliques qui précédent I’installation du DNID chez les obéses (Vistisen et al., 2014).
La survenue d’un DNID témoigne d’une incapacité des cellules béta a faire face a une
demande accrue d’insuline. Pourtant, le lien de causalité entre obésité et hyperinsulinémie
reste incertain (Mehran et al., 2012). L’obésité entraine également des complications
cardiovasculaires, respiratoires, des contraintes mécaniques des surfaces articulaires et
differents types de cancer (Wong et Marwick, 2007 ; Rabec et al., 2011).

Le changement du mode de vie et des habitudes alimentaires (surconsommation

d’aliments a densité énergétique €levée, d’aliments gras et sucrés, et a une consommation



d’aliments pauvres en micronutriments et en composés bioactifs) (Pérez-Escamilla et al.,
2012), associée a une réduction de I’activité physique (style de vie sédentaire) (Savini et
al., 2013), ainsi que les facteurs génétiques, environnementaux, culturels et économiques
jouent un réle primordial dans I’augmentation du risque lié a I’obésité (Winter et al.,
2013).

L'alimentation hypercalorique est I'une des premieres hypothéses qui a été avancée pour
expliquer I’émergence de 1’obésité (Basdevant, 2006 ; Savini et al., 2013). En effet, le
développement de 1’obésité résulte d’une régulation anormale de la balance énergétique
(Figure 1). Elle est principalement expliquée par un bilan énergétique positif prolongé :
apports énergétiques accrus et diminution des dépenses. L’exces calorique s’accumule
sous forme de graisses dans le tissu adipeux (Tounian, 2004). Dans certaines situations,
les capacités de stockage des graisses dans le tissu sous-cutané sont dépassées entrainant
ainsi leur dépdt au niveau viscéral et de sites ectopiques comme le tissu cardiaque,
hépatique, musculaire et vasculaire (De Ferranti et Mozaffarian, 2008; Lecerf, 2013).

Les sujets obéses sont souvent caractérisés par un état de dyslipidémie dans lequel les
triglycérides plasmatiques sont augmentés, les concentrations de cholestérol-HDL (C-
HDL) sont abaissées et celles des apolipoprotéines des LDL (apo-B100) sont augmentées
(Lietal, 2013 ; Zhu et al., 2013). L’obésité viscérale est associée a une augmentation de
la production hépatique des VLDL avec une augmentation de la triglycéridémie, celle-ci
semble liée a plusieurs facteurs dont, une augmentation de la biosyntheése des triglycérides
et une résistance a I’effet inhibiteur de I’insuline (Taskinen, 2003 ; Reaven, 2005), elle-
méme associées au développement de la plaque athéromateuse et fortement liées aux

complications cardiovasculaires (Banack et Kaufman, 2014).
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Figure 1 : Mécanismes physiopathologiques de 1’obésité a 1’origine des principales
complications métaboliques et cardiovasculaires (Despres et Lemieux, 2006 ; De
Ferranti et Mozaffarian, 2008).



Plusieurs études ont démontré que 1’ingestion chronique d’acides gras saturés (AGS) est
associée a une altération des voies intracellulaires régulant I’action de I’insuline dans
différents tissus comme le muscle squelettique et le foie (Shulman, 2000 ; Yki-Jarvinen
et Westerbacka, 2005). De plus, il a été rapporté que la consommation d’AGS est
associée a une diminution de sécrétion de l’insuline par les cellules B pancréatiques,
induisant ainsi une hyperglycémie (Yki-Jarvinen et Westerbacka, 2005). Par ailleurs,
d’autres études ont également mis en évidence une augmentation importante des taux
plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires TNF-o (facteur de nécrose tumorale-a) et
IL-6 (interleukine-6), aprés ingestion d’un repas hyperlipidique riche en AGS (Nappo et
al., 2002 ; Dandona et al., 2009).

Les expérimentations sur les modeles animaux ont permis d’étudier les relations entre
I’alimentation, le métabolisme et le développement de 1’obésité. Elles représentent autant
de voies d'accés dans la compréhension de la genése des désordres métaboliques et des
complications de cette pathologie. Actuellement, les études entreprises visant a la mise au
point de modeles adéquats d’obésité chez l'animal ont abouti a différents types de
modeles obtenus essentiellement chez le rat (Novelli et al., 2007 ; Bouanane et al., 2009 ;
Vickers et al., 2011).

Les régimes a base de graisse animale sont souvent utilisés pour induire 1’obésité. En
effet, on retrouve, grace a ces regimes, les perturbations metaboliques décrites dans
I’obésité humaine, comme par exemple, un poids plus élevé, une augmentation des
triglycérides hépatiques, une hyperinsulinémie, une diminution du taux d’adiponectine
sanguin et une diminution de la sensibilité a I’insuline (Buettner et al., 2006). La majorité
des régimes riches en lipides induisant I’obésité sont des régimes riches en AGS. En
revanche, les acides gras polyinsaturés (AGPI) ont un effet "anti-obésogene”, ils

améliorent I’action de I’insuline et diminuent 1’adiposité (Storlien et al., 1997).



Masek et Fabry (1959) ont été les premiers a utiliser un modele de rat obése grace a un
régime hypergras. Depuis, de hombreux modeéles de rats et de souris nourris avec un
régime gras pendant 3-4 mois ont été publiés. L’augmentation du gain de poids avec
I’administration de ce régime est principalement caractérisée par une forte augmentation
du tissu adipeux (Li et al., 2008; Madsen et al., 2010). Comparés a leur contrdles, les
animaux nourris avec un régime gras peuvent également montrer une insulinorésistance,
une intolérance au glucose et des taux de leptine, cholestérol et trigycérides plasmatiques
élevés (Li et al., 2008 ; Madsen et al., 2010 ; Ravinet-Trillou et al., 2003).

Un régime de laboratoire riche en lipides induit une obésité chez la souris Spiny Acomys
chirinus. Cette souris vit dans les régions désertiques et semi-désertiques autour du bassin
méditerranéen. La souris C57BL/6J soumise a un régime hyperlipidique, devient obese
avec exces de tissu adipeux et présente une insulinorésistance (Rausch et al., 2008). Le
rat des sables (Psammomys obesus), dans son milieu naturel, se nourrit de plantes salées
pauvres en calories, alors que soumis a un régime standard de laboratoire, 40% des
animaux deviennent obeses et développent un DNID. Les 60% restants ne présentent pas
de diabéte mais restent obéses avec des taux élevés d’insuline plasmatique (Kalderon et
al., 1996 ; Barnett et al., 1994). Le rat des sables répond a l'augmentation alimentaire
provoquant une surcharge calorique par un accroissement du poids corporel di a une
augmentation de la taille des adipocytes, une hyperinsulinémie et une intolérance au
glucose a différents degrés (Bennani-Kabchi et al., 2000). Le développement du diabéte
est trés rapide chez ces rongeurs. Une diminution de la capacité de stockage de l'insuline
dans le pancréas et de I'apoptose des cellules béta a également été mise en évidence chez
ces animaux (Kaiser et al., 2012).

Rausch et ces collaborateurs (2008) ont démontré qu’un régime hyperlipidique pendant

5 mois chez le rat Sprague Dawley induit une obésité, une hyperinsulinémie et une



hyperplasie/hypertrophie des adipocytes dues a 1’excés de lipides. De méme, Chez le rat
Wistar, un régime hyperlipidique pendant deux mois induit une augmentation de la prise
alimentaire, du poids corporel, une accumulation des lipides dans le tissu adipeux, une
élévation des concentrations sériques en glucose, insuline, leptine, et des taux hépatiques
en malondialdéhyde (MDA) marqueur de la peroxydation lipidique et du stress oxydatif
(Milagro et al., 2006). Les modéles d’obésité nutritionnellement induite sont des mod¢les
polygéniques contrairement aux modeles génétiques. lls refletent plus les conditions
humaines et fournissent une approche plus robuste pour étudier de potentiels traitements
contre 1’obésité (Vickers et al., 2011). Les données expérimentales et épidémiologiques
suggerent qu'une alimentation riche en graisses favorise le développement de I'obésité et
qu'il existe une corrélation directe entre la ration lipidique et le degré d'obésité (Ailhaud,
2008).

Outre le régime hypergras, 1’obésité nutritionnelle est induite par le régime cafeteria,
composés d’aliments de supermarché destinés a 1’alimentation humaine (chocolat,
gateaux, fromage...etc). En ayant le choix entre plusieurs aliments différents, les animaux
ont tendance a augmenter leur consommation alimentaire. De plus, les régimes cafeteria
contiennent non seulement une grande quantité de graisses, mais également beaucoup de
sucres et de sels. Ce régime hypercalorique et hyperlipidique induit chez le rat une
hyperphagie et une obésité (Bouanane et al ., 2009).

Le tissu adipeux est I’acteur majeur de I’homéostasie énergétique de 1’organisme (Kiess
et al., 2008). Chez les mammiferes, il existe deux types de tissu adipeux : le tissu adipeux
blanc qui constitue la plus grande réserve d’énergie et le tissu adipeux brun qui intervient
essentiellement dans la thermogenése (Saely et al., 2012). Le tissu adipeux blanc est un
tissu trés vascularisé, innervé et formé majoritairement d’adipocytes, groupés en petits

lobules séparés par de fines cloisons conjonctives et contenant des fibroblastes, des



macrophages, des mastocytes et des fibres de collagéne. 1l est principalement localisé au
niveau sous-cutané et viscéral. Lors d’un apport excessif, les adipocytes existants vont
stocker les lipides en excés contribuant a I’augmentation de leur taille. Apres cette phase
d’hypertrophie, de nouveaux adipocytes sont formés a partir des pré-adipocytes, c’est une
phase d’hyperplasie qui se met en place (Galic et al., 2010 ; De Ferranti et Mozaffarian,
2008).

Le tissu adipeux viscéral est associ¢ a un métabolisme actif responsable d’un fort
renouvellement lipidique et d’une sécrétion accrue d’acides gras libres a 1’origine des
perturbations métaboliques liées a I’obésité (Despres et Lemieux, 2006). Il constituerait
ainsi le seul dépbt pathogénique de I’organisme (Fox et al., 2007). L’afflux massif de
graisses dans les tissus cardiaque, hépatique, musculaire et vasculaire a un effet délétére
sur ces tissus dépourvus de capacité de stockage des lipides (Despres et Lemieux, 2006 ;
Chaston et Dixon, 2008).

Selon sa localisation, le tissu adipeux se développe de fagon plus ou moins excessive et
les différents dépots ne sont pas impliqués de maniere équivalente dans I’installation de
pathologies associées a 1’obésité (Who, 2013). Généralement, 1’obésité androide, est
associée a un risque accru de développer des pathologies telles que le DNID,
I’hypertension, les maladies cardiovasculaires et thromboemboliques, des atteintes
hépatiques (stéatose) et de certains cancers (Huda et al., 2010).

Drolet et ces collaborateurs (2008) ont observé que les femmes obéses possedent une
importante capacité de stockage des graisses au niveau sous-cutané et une moindre
accumulation visceérale. Ceci pourrait expliquer que les femmes soient moins sujettes aux
complications métaboliques associées a 1’obésité. La répartition des graisses apparait donc

comme un critére pertinent dans I’évaluation de I’obésité, puisqu’une accumulation



viscérale de graisses est impliquée dans le développement du syndrome métabolique,
principale complication de la maladie (Despres et Lemieux, 2006 ; Fox et al., 2007).

Le tissu adipeux conserve tout au long de la vie sa capacité de différenciation et
prolifération des cellules souches mésenchymateuses multipotentes de morphologie
fibroblastique en cellules hautement spécialisées et pouvant accumuler des triglycérides,
les adipocytes (Rodriguez et al., 2005). L’adipogenése est divisée en plusieurs phases. La
premiere phase, appelée phase de détermination, conduit a la conversion des cellules
souches en adipoblastes cellulaires, qui ne peuvent pas étre distingués morphologiquement
de sa cellule précurseur, ni différenciés en d'autres types cellulaires (Boone et al., 2000).
Il s’en suit une phase de prolifération amenant les adipoblastes a subir des divisions
cellulaires. Devenus pré-adipocytes, une phase d’expansion clonale intervient ensuite, ou
les cellules proliférent de nouveau puis s’arrétent et entrent dans la phase de
différenciation terminale. Cette phase se traduit par la conversion des pré-adipocytes en
adipocytes matures (Casteilla et al., 2005).

La différenciation des pré-adipocytes est contr6lée par une expression génique finement
régulée dans le temps (Koutnikova et al., 2001). Deux familles de facteurs de
transcription adipogéniques interviennent dans ce processus de différenciation, le PPARYy
(peroxisome proliferation activated receptor y) et le C/EBP (CCAAT-enhancer-binding
proteins). L’expression du C/EBP par le pré-adipocyte va activer 1’expression des PPAR
en induisant une cascade d’expression de génes des protéines sécrétées appelées
adipokines ou adipocytokines (Ailhaud, 2000 ; Scherer, 2006). Les PPAR sont des
facteurs de transcription de la superfamille des récepteurs nucléaires. Leur activation dans
le foie des rongeurs induit la prolifération des peroxisomes, ce qui leur a donné leur nom.
Il existe trois grands types de PPAR : PPARa, PPARP/S et PPARYy. Il a été montré que les

PPAR avaient la capacité de convertir des cellules non adipeuses en adipocytes et de



stimuler la différenciation des pré-adipocytes, conduisant ainsi a une augmentation du
nombre de petits adipocytes, plus sensibles a 1’insuline (Rosen et al., 1999 ; Siersbaek,
2010). La transcription du géne de PPARy diminue suite a I’administration d’un régime
hyperlipidique ce qui peut paraitre surprenant étant donné les effets adipogéniques connus
de PPARy. Ce paradoxe s’expliquerait par un mécanisme d’adaptation freinant le
développement de I’adiposité. 1l est a noter que les effets de PPARy sur la LPL
(lipoprotéine lipase) sont transcriptionnels, mais qu’ils ne sont pas corrélés aux effets sur
I’activité de I’enzyme, ce qui peut expliquer la déconnexion entre la diminution de la
transcription de PPARY et ’augmentation de 1’activité de la LPL lors de I’administration
d’un régime hyperlipidique (Wagener et al., 2010).

Le tissu adipeux a longtemps été percu comme un tissu de stockage relativement inerte.
Toutefois, depuis la découverte de la leptine, le tissu adipeux s’est révélé étre un organe
endocrine, paracrine et autocrine. 1l synthétise et sécrete de tres nombreuses substances
peptidiques, ainsi que des composés non peptidiques (Figure 2). Une centaine de ces
molécules ont été identifiées, parmi lesquelles des hormones et des facteurs
inflammatoires qui servent de signaux aux différents tissus de I’organisme tels que
I’hypothalamus, le foie, le pancréas, les muscles squelettiques, les reins, 1’endothélium et
le systtme immunitaire, et qui non seulement influencent la cellularité du tissu adipeux,
mais aussi qui ont d’autres fonctions dans I’organisme telles que la régulation de
I’homéostasie énergétique, du métabolisme des lipides et des lipoprotéines, de
I’inflammation, de I’'immunité, de I’homéostasie vasculaire (régulation de la pression
artérielle) et I’angiogenése et la matrice extracellulaire (Otero et al., 2005 ; Lafontan,

2011).
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La leptine, hormone de 16 kDa, fut la premiére adipokine découverte (Zhang et al.
1994). C’est I’hormone la plus importante du systéme de régulation pondérale de
I’organisme. Chez ’homme, sa teneur circulante varie en fonction des changements de
statut nutritionnel ; dans les premiéres heures du jedne, la leptinémie diminue
drastiquement ; elle ré-augmente lors de la prise alimentaire. Elle reflete également les
réserves adipeuses de ’organisme. La quantité de transcrits du géne de la leptine dans le
tissu adipeux et les taux circulants de leptine sont positivement corrélés a la taille
adipocytaire et donc au degré d’adiposité (Peelman et al., 2004). La leptine communique
avec le systeme nerveux central (SNC) afin d’ajuster I’apport alimentaire et les dépenses
énergétiques en consequence. Son principal site d’action est ’hypothalamus, territoire
cérebral renfermant les centres de la satiété et de la faim (Lago et al., 2007).
L’augmentation de la leptinémie informe I’hypothalamus de 1’abondance des stocks
lipidiques afin que celui-ci commande de diminuer la prise alimentaire et d’augmenter la
dépense énergétique. A I’inverse, une diminution de la leptinémie entraine via
I’hypothalamus une hyperphagie et une diminution de la dépense énergétique afin de
restaurer les stocks lipidiques adipocytaires (Farooqi et O’Rahilly, 2009).

Cependant, la vision initiale de la leptine comme cytokine adipocytaire régulant la
balance énergétique au niveau central a largement évolué depuis sa découverte. En effet,
les profils d’expression de la leptine et de son récepteur ont été étendus a divers tissus
périphériques et les phénotypes observés chez les souris déficientes en leptine ou en son
récepteur ont guidé 1’investigation des actions physiologiques de la leptine (Figure 3).
Ainsi, il a été démontré qu’une secrétion importante de cette hormone induit une lipolyse,
inhibe la lipogenése et augmente la sensibilité a l'insuline. Elle pourrait directement
moduler la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques, améliorer le transport de

glucose et I’oxydation musculaire des acides gras (Morton et Schwartz, 2011).
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De plus, la leptine serait impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que
le métabolisme glucidique et lipidique, la reproduction, la réponse immunitaire,
I’homéostasie du tissu osseux et vasculaire. La leptine agit au niveau de I’hypothalamus,
le mésencéphale, et les neurones du tronc cérébral. Cela induit une stimulation des
dépenses énergétiques et une inhibition de la consommation alimentaire (Lago et al.,
2007).

La leptine se comporte comme une hormone de la satiété, qui agit en régulant I'appétit
en fonction de la masse de tissu adipeux, par un rétrocontréle hypothalamique dans le
SNC. Elle est capable de modifier l'expression des genes CART (pcocaine and
amphetamine regulated transcript), NPY (neuropeptide Y), AGRP (agouti related protein)
et a-MSH (o-melanocyte stimulating hormone) via son action opposée sur deux
populations neuronales localisées dans le noyau arqué hypothalamique. En effet, la leptine
traverse la barriere hémato encéphalique (BHE) et se lie a des récepteurs
hypothalamiques. Elle active la voie anorexigene et de dépenses énergétiques par les
neurones a pro-opiomélanocortine (POMC) et inhibe la voie orexigéne et de stockage
d’énergie par les neurones producteurs de NPY et AGRP ; ce qui induit une augmentation
de la synthése et de la sécrétion de a-MSH.

L’a-MSH est un peptide dérivé de POMC gréace a un clivage protéolytique par une
Prohormone Convertase 1 (PC-1). L’a-MSH se lie au récepteur de type 4 a la
mélanocortine (MC4R) dans le noyau paraventriculaire et permet ensuite 1’inhibition des
effecteurs de la prise alimentaire (Waelput et al., 2006 ; Mercer et al., 2014).

Ainsi, la leptine peut avoir un impact sur les deux cotés (apport et dépense) de
I’équation énergétique. Dans les cellules périphériques, la leptine peut également activer
I’AMPK (5’AMP Activated Protein Kinase) qui est une enzyme clé dans le controle du

métabolisme cellulaire, notamment 1’oxydation des acides gras ainsi que 1’entrée du



glucose dans la cellule (Minokoshi et al., 2002). Cependant, au niveau hypothalamique, la
leptine inhibe I’AMPK qui joue ainsi un rdle important dans le controle de la prise
alimentaire (Andersson et al., 2004 ; Minokoshi et al., 2002).

Par ailleurs, les formes les plus communes et les plus fréquentes d’obésité humaine ne
sont pas associées a des mutations dans le géne de la leptine. Elles sont liées a une
hyperleptinémie résultant d’une surexpression adipocytaire et conduisant au
développement d’une résistance a la leptine (MUnzberg, 2010 ; Bao et al., 2013). En cas
d’obésité, les taux circulants de leptine sont élevés mais, une leptino-résistance se
développe parallelement au niveau de I’hypothalamus (un phénoméne cependant
controversé) (Myers et al., 2010). Dans ce schéma, le signal leptine n’est plus actif, ainsi,
I’hyperphagie et la baisse de la dépense énergétique chronique qui en résultent conduisent
a I’obésité (Figure 4). Plusieurs mécanismes ont été avancés pour expliquer la résistance a
la leptine, notamment une déficience de transport de la leptine a travers la BHE, le stress
du réticulum endoplasmique (RE), l'inflammation, ainsi que l'atténuation de la
signalisation leptine par SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) et protéine tyrosine
phosphatases (PTPs) (Myers et al., 2010).

Une étude récente montre que le régime hypergras induit une accumulation du tissu
adipeux viscéral et une diminution de la production d’adiponectine par ce tissu (Ribot et
al., 2008). L’adiponectine est une hormone sécrétée principalement par le tissu adipeux,
mais sa production a également été mise en évidence dans le muscle (Liu et al., 2009 ;
Antuna-Puente et al., 2008). Ses concentrations circulantes sont diminuées chez les
sujets obeses insulino-résistants, chez les patients diabétiques de type 2 ou presentant un

syndrome métabolique (Kim et al., 2006 ; Nakamura et al., 2013).
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L’adiponectine est une des rares molécules qui présente des propriétés insulino-
sensibilisatrices, anti-inflammatoires et antiathérogénes (Figure 5). En effet, la
surexpression de I’adiponectine chez des souris ob/ob permet d’augmenter la sensibilité a
I’insuline (Yamauchi et al., 2003). De plus, des souris invalidées pour le géne codant
I’adiponectine générent une résistance a 1’insuline en réponse a un régime hyperlipidique
de fagon exacerbeé par rapport aux souris témoins (Maeda et al., 2002). Enfin, en lien avec
d’autres études sur I’administration a long terme ou aigue d’adiponectine, Bauche et ces
collaborateurs ont montré qu’une surexpression de 1’adiponectine dans le tissu adipeux de
souris aboutit a des effets anti-obésité (Bauche et al., 2007). Ces effets semblent étre dus a
une augmentation de la dépense énergétique et a un blocage de la différenciation
adipocytaire.

La premiére action métabolique de ’adiponectine démontrée expérimentalement est sa
capacité a réduire 1’élévation des acides gras libres plasmatiques causée par un repas gras
chez la souris (Guerre Millo, 2007). Cet effet fut attribué a la stimulation de 1’oxydation
des acides gras dans le muscle par 1’adiponectine et confirmé ultérieurement dans
plusieurs modeles de souris obeses (Yamouchi et al., 2003). L’autre effet métabolique
bien établi de I’adiponectine est de réduire la production hépatique de glucose, démontrée
sur hépatocytes en culture et chez le rongeur (Guerre Millo, 2008).

Chez I’homme une corrélation négative entre adiponectinémie et production
endogenes de glucose a ét¢ démontrée, confortant 1’idée que 1’adiponectine contrdle
négativement la production hépatique de glucose. Ces observations identifient le muscle et
le foie comme principaux tissus cibles des effets métaboliques de 1’adiponectine qui
concourent a améliorer la sensibilité a 1’insuline et I’homéostasie glucidique (Guerre

Millo, 2008).



TNF a, IL6
Glucocorticoides TZDs

Catécholamines
~N 4
F ﬁ

Foie ' Vaisseau

Adhésion des monocytes

" Muscle

| Entrée dl'l glucose lGluconeggenese Transformation des
B (.)xydatlon des B <?xydat10n des macrophages en cellules
acides gras acides gras spumeuses
Prolifération, migration des
! CML
- St

\.._
-v
= | Syndrome métab@

Effets insulinostimulants, anti-inflammatoires et antiathérogénes de

Figure 5
I’adiponectine (Kim et al., 2006).

TZDs : thiazolidindiones ; CML : cellules musculaires lisses.



Une hypothése récemment formulée suggére que dans un contexte d’insulinorésistance,
I’augmentation de 1’insulinémie pourrait entrainer une rétro-inhibition de la production
d’adiponectine. En effet, I’insuline est capable d’inhiber la production adipocytaire
d’adiponectine et cette propriété ne serait pas altérée par le phénoméne de résistance a
I’insuline (Cook et Semple, 2010).

L’insulinorésistance est définiec comme un défaut d’action de 1’insuline sur ses tissus
cibles (le muscle cardiaque, le muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie), compensée
par une hypersécrétion d’insuline et se traduisant par une hyperinsulinémie. Elle est
associée a de nombreuses pathologies et est un élément prépondérant dans le syndrome
métabolique. Elle est en outre un élément central de la physiopathologie du DNID (Wang,
2004).

L’obésité est le risque majeur dans le développement de la résistance a I’insuline et du
DNID (Vistisen et al., 2014 ; Wang et al., 2013). Le dysfonctionnement de I'action de
l'insuline en situation d’obésité implique notamment les acides gras libres en exces
(lipotoxicité) (McGarry, 2002 ; Boden et Shulman, 2002). Les acides gras, dans leur
forme activée (acyl-CoA), sont principalement métabolisés par I'une des deux voies,
oxydation ou stockage. Quand le flux d'acides gras dépasse la capacité de ces voies,
comme cela se produit dans l'obésité, les acides gras et les produits intermédiaires du
métabolisme des acides gras (acide linoléique, diacylglycérol (DAG), acide
phosphatidique (PA), acide lysophosphatidique (LPA) et céramide) s'accumulent et vont
activer la protéine kinase C (PKC), via sa phosphorylation. La PKC active alors deux
sérine-kinases, la c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), et l'inhibiteur de kappaB kinase
(IKK). Ces deux kinases vont alors phosphoryler le récepteur a I’insuline IRS-1 (insulin
receptor substrate-1) sur une sérine (Zeyda et Stulnig, 2009). La phosphorylation de la

sérine est responsable du blocage de I'IRS-1.



Le récepteur de I’insuline est nécessaire a la signalisation en aval de I’insuline qui
normalement le phosphoryle sur des résidus tyrosine. Lorsqu’il est phosphorylé sur un
résidu sérine, la signalisation insulinique est bloquée. Le récepteur a 1’insuline alors
inactive est internalisé et dégradé par les protéasomes (Stuart, 2009; Abdul-Ghani, 2010)
(Figure 6).

Une augmentation des metabolites des acides gras au niveau du muscle stimule la
phosphorylation des récepteurs a I’insuline par la protéine kinase C, inhibe les
mécanismes de la signalisation insulinique et entraine ainsi une réduction du transport du
glucose et une hyperglycémie (Kalupahana et al., 2011). Au niveau du foie, les acides
gras libres augmentent son contenu en acides gras. Cette accumulation provoque une
insulino-résistance comme dans le cas du muscle. L’inhibition de ’action de 1’insuline
stimule la néoglucogénese hépatique et la sortie hépatique de glucose (Yang, 2014 ;
Rachek, 2014).

Les acides gras pourraient également jouer un réle aussi important dans la perte de la
fonction des cellules B ; ce sont des substrats énergétiques majeurs de la cellule B des ilots
de Langerhans (Girard, 2004). A court terme, les acides gras potentialisent la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose. A long terme, ils inhibent la sécrétion d’insuline et
provoque la lipotoxicité. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cet effet. Les acyl-coA
qui s’accumulent dans la cellule B en réponse a une exposition chronique a des
concentrations élevées d’acides gras se lient au canal K’ dépendant de I’ATP et
empéchent sa fermeture, contribuant a la perte de sensibilité de la cellule f au glucose.
Une deuxiéme explication est la modification de I’expression des genes contrdlent le
métabolisme du glucose et des acides gras aboutissant a une diminution du métabolisme

du glucose dans les Tlots (Mouraux et Dorchy, 2005)
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(Qatanani et Lazar 2007).

(A) L’obésité meéne a une relocalisation ectopique des lipides, dont les métabolites
(notamment DAG : diacylglycérol) inhibent la voie de signalisation de 1’insuline (IRS :
insulin receptor substrate) via I’activation de la protéine kinase C (PKC) dans le foie et le
muscle. (B) L’accumulation excessive de lipides provoque une augmentation des espéces
réactives de ’oxygéne (ROS) produites par I’oxydation mitochondriale. L’excés de ROS
active plusieurs sérine / thréonine kinases (JNK, IKK et p38 MAPK) qui inhibent la
signalisation de I’insuline soit directement via la phosphorylation sur un résidu sérine des
IRS-1 et IRS-2 ou indirectement via une série d’événements transcriptionnels controlés
par le facteur nucléaire kappa B (NF-xB). (C) L’obésité entraine des dysfonctionnements
mitochondriaux, qui en retour exacerbent I’insulinorésistance en augmentant
I’accumulation intracellulaire de lipides. (D) Le stress du reticulum endoplasmique altéere
la voie de signalisation de I’insuline via I’activation de JNK et/ou via I’augmentation de la
production de ROS. (E) Les mécanismes intrinséques liant 1’obésité a I’insulinorésistance
peuvent étre intensifiés par des facteurs extrinséques tels que les acides gras libres (FAS)
et les adipokines inflammatoires (ATM : macrophage du tissu adipeux, RBP4 : protéine
liant le rétinol, PAI-1 : plasminogen activator inhibitor ; IL-6 : interleukine-6, TNF-a :
tumor necrosis factor-a). (F) Les proteines de la famille SOCS, induites par les
adipokines, induisent I’insulino-résistance soit en interférant avec la phosphorylation des
IRS-1 et IRS-2 sur un résidu tyrosine soit en les dirigeant vers la dégradation
protéosomale.



Par ailleurs, plusieurs facteurs pro-inflammatoires issus du tissu adipeux causant la
résistance a I’insuline ont été identifiés (Figueroa et Agil, 2011 ; Trayhurn, 2005). Le
TNF-a fut le premier facteur pro-inflammatoire pour lequel une sécrétion adipocytaire a
été démontrée (Hotamisligil et al., 1995). Puissant régulateur du tissu adipeux, il stimule
la lipolyse, 1’apoptose des cellules adipocytaires (Prins et al., 1997). Toutefois ces effets
anti-adipogéniques s’accompagnent d’une augmentation de I’insulinorésistance et de
processus inflammatoires (Feve et al., 2006). Le TNF-a réduit la sensibilité a I’insuline en
agissant sur plusieurs étapes dans la voie de signalisation de 1’insuline, notamment en
phosphorylant I’IRS-1 sur un résidu sérine au lieu d’un résidu tyrosine (Nieto-Vazquez et
al., 2008).

Ainsi, les taux plasmatiques d’IL-6 sont augmentés en cas d’obésité et diminuent en cas
de perte de poids. L’TL-6 aurait un effet anti-obésité chez les rongeurs, essentiellement par
un mécanisme de stimulation de la dépense énergétique ainsi qu’une inhibition de la prise
alimentaire au niveau du SNC, ou elle est également sécrétée (Wallenius et al., 2002).
L’IL-6 pourrait intervenir dans les effets positifs de I’exercice physique sur le
métabolisme, notamment en réduisant 1’insulinorésistance dans le muscle (Pedersen et
Fischer, 2007). A T’inverse, chez la souris soumise a un régime hyperlipidique,
I’augmentation de la production d’IL-6 par le tissu adipeux entraine une insulinorésistance
(Rieusset et al. 2004).

L’IL-6 stimulerait la production hepatique de la proteine C réactive (CRP) une protéine
de phase aigue synthétisée principalement par le foie mais aussi par le tissu adipeux
(Ouchi et al., 2011), et entrainerait un dysfonctionnement du métabolisme hépatique. Elle
joue un réle important dans les réactions inflammatoires et sert de marqueur biologique a

celles-ci.



Une autre classe de médiateurs inflammatoires contribuant a I’insulinorésistance induite
par 1’obésité est représentée par les protéines SOCS qui contribuent & une boucle de
rétroaction sur la voie de signalisation des cytokines (Rui et al., 2002; Ueki et al.,2004).

Le stress du réticulum endoplasmique (Hotamisligil, 2010) et le stress oxydant
apparaissent comme de nouveaux mécanismes moléculaires reliant 1’obésité a
I’insulinorésistance. Des altérations mitochondriales dues aux lipides et aux cytokines
produites par le tissu adipeux telles que la leptine ou I’'TL-6 sont impliquées dans le stress
oxydant du tissu adipeux et d’autres organes et notamment la production d’especes
réactives de I’oxygene (ERO), qui peuvent jouer un r6le dans le développement de
I’insulinorésistance (Fernandez-Sanchez et al., 2011). En particulier, il a été montré dans
des modeéles animaux que les ERO oxydaient les lipides cellulaires, entrainant la
formation d’hydroperoxydes, ceux-ci produisant des aldéhydes réactifs qui se lient aux
protéines et entrainant leur carbonylation. Chez I’homme, une carbonylation importante
des protéines dans le cas d’un stress oxydant du tissu adipeux pourrait étre liée au
développement de I’insulino-résistance (Frohnert et al., 2011).

Chez les sujets obeses, un état de stress oxydant a été mis en évidence. Il est caractérisé
par un déséquilibre entre la production d’ERO et le niveau des systemes de défense
antioxydants de la cellule, en faveur des ERO (Atamer et al., 2008 ; Warolin et al.,
2012). Ce déséquilibre peut étre di a une surproduction d’espéces pro-oxydantes,
d’origine inflammatoire, ou a un déficit en antioxydants (Picchi et al., 2006).

Les origines cellulaires des ERO sont essentiellement enzymatiques et découlent de
plusieurs sources. Deux sources majeures sont principalement concernées. La premiére
résulte d’imperfection de la chaine respiratoire mitochondriale qui produit par réduction
monoelectronique des ERO. La deuxieme source majeure de production des ERO est

constituée par la NAD(P)H oxydase, essentiellement localisée au niveau de la membrane



plasmique, qui interagit avec le substrat intracellulaire (NADH,H", ou NADPH,H") et
libere I’ion superoxyde de facon préférentielle a 1’extérieur ou a ’intérieur de la cellule
(Beaudeux et Vasson, 2005). A coté de ces deux sources majeurs d’ERO, d’autres
sources cytosoliques présentes dans divers organites cellulaires peuvent jouer un réle dans
la modulation de la signalisation cellulaire, telles que la xanthine oxydase, les enzymes du
réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et les enzymes de la voie de ’acide
arachidonique (Furukawa et al., 2004). Des facteurs pro-oxydants environnementaux,
tels que le tabac, 1’alcool, la pollution ou la prise de médicaments peuvent également
entrainer et/ou amplifier un stress oxydant (Moller et al., 1996 ; Valko et al., 2005 ;
2006)

La forme primaire des ERO, qui est créée par 1’ajout d’un électron sur I’oxygéne

moléculaire (O,) est I’anion superoxyde (O¢). Ce dernier peut ensuite étre transformé en

différents ERO secondaires, tels que le radical hydroxyle (HO°), peroxyle (ROO.), ou

encore le peroxyde d’hydrogeéne (H,03), I’acide hypochloreux (HOCI) et I’hydroperoxyde
organique (ROOH) qui ne sont pas des radicaux a proprement parler mais qui sont tout de
méme toxiques et capables de réagir pour former d’autres radicaux libres (Rigas et Sun,
2008 ; Halliwell, 2012).

Il faut noter que les ERO ne doivent pas étre considérées comme des facteurs
uniquement dommageables, mais participant a de nombreux processus physiologiques tels
que ceux liés a la signalisation de I’insuline (Bisbal et al., 2010), la régulation de la
croissance et des signaux cellulaires (Fridovich, 1999 ; Ignarro, 2002). Toutefois,
lorsqu’un état de stress oxydant s’établit dans la cellule, les ERO en exces sont
susceptibles d’attaquer les cibles cellulaires, ce qui a pour conséquence des dommages

oxydatifs au niveau des lipides, des protéines et des acides nucléiques (Halliwell, 2012),



pouvant notamment conduire & un dysfonctionnement endothélial et des processus
inflammatoires (Hulsmans et al., 2012).

Les réactions de la peroxydation lipidique (Figure 7) définissent un ensemble de
réactions en chaine dont le résultat se résume souvent a la production de malondialdéhyde
(MDA), composé toxique pour la cellule. Cette suite de réactions est initiée par 1’anion
superoxyde ou le radical hydroxyl, qui va arracher un proton a partir des lipides et plus
particulierement des acides gras polyinsaturés, donnant lieu a un radical lipidique. Ces
radicaux lipidiques vont en milieu aérobie subir des réarrangements moléculaires, mais
également permettre la génération de radicaux peroxydes peuvent soit polymériser entre
eux, soit directement attaquer les molécules biologiques comme I’ADN ou les protéines,
soit propager des réactions en chaine de la peroxydation lipidique en s’attaquant eux-
mémes aux acides gras (Esterbauer, 1995)

Ces ERO produites de facon physiologique, sont maintenues a des concentrations
faibles grace aux systemes de défenses antioxydants de 1’organisme; ces systémes peuvent
étre enzymatiques, tels que les superoxyde dismutases (SOD) qui convertissent 1’anion
superoxyde (Oz¢) en peroxyde d’hydrogene (H,O;) et une molécule d’oxygene (O,), la
catalase qui transforme le H,O, en eau et en oxygene moléculaire, les glutathion
peroxydases (GSH-Px ) qui réduisent le peroxyde d’hydrogéne en eau, les hydroperoxydes
lipidiqgues (ROOH) en alcools (ROH) et des espéces radicalaires en espéces non
radicalaires, grace a la présence de glutathion réduit (GSH) (Savini et al., 2013 ; Higashi
et al., 2009). Les enzymes antioxydantes sont la premiere ligne de défense contre les
entités oxydantes. Leur réle est de diminuer la quantité des ERO présentes dans la cellule.
Parfois, ces enzymes necessitent des oligo-eléments comme le zinc, le sélénium, le
manganése ou le cuivre, apporter par le bol alimentaire, comme cofacteurs pour pouvoir

exercer leur activite enzymatique (Codoner-Franch et al., 2011).
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L’organisme posséde une seconde ligne de défense « les systémes non enzymatiquesy.
Ce groupe des antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles,
la mélanine, la mélatonine, I’acide lipoique et le coenzyme Q (Vertuani et al., 2004).
D’autres composés exogeénes, tels que les vitamines E (o-tocophérol), C (acide
ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides, apportés par les aliments, agissent en
piégeant les radicaux et en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en
molécules ou ions stables (Codoner-Franch et al., 2011) (Figure 8). La vitamine
piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systeme. A
titre d’exemple, la vitamine E est régénérée par la vitamine C, elle-méme régénérée par les
ascorbates réductases (Vertuani et al., 2004). Des composés comme les alcaloides, les
polyphénols et les phytates, apportés également par 1’alimentation, jouent un role similaire
de piégeurs de radicaux libres (Bors et al., 1990). Des protéines comme 1’haptoglobine, la
transferrine, 1’hémopexine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité
d’agents prooxydants. Les protéines du choc thermique agissent en protégeant les

biomolécules contre les agressions (Wirth et al., 2003).

La cause directe du déséquilibre oxydatif au cours de 1’obésité n’est pas tout a fait claire
mais les altérations de la fonction mitochondriale semblent étre 1’origine la plus probable
(Rigoulet et al., 2011). En condition physiologique, I’oxydation du glucose et des acides
gras générent a partir de la respiration mitochondriale de I’ATP et une petite quantité de
peroxyde d’hydrogéne. Lorsque 1’apport calorique est excessif (Régime hyperlipidique
ou/et hyperglucidique), il est possible que la consommation accrue de glucose et d’acides
gras génére plus de substrats pour la respiration mitochondriale. Par conséquent, le
nombre d’¢lectrons donné a la chaine respiratoire va augmenter, ce qui va générer des

niveaux plus élevés de superoxyde (Brownlege, 2001).
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Une suralimentation chronique ou élevée, riche en glucides et en graisses (AGS) stimule
les voies intracellulaires, conduisant a un stress oxydant grdce a des mécanismes
biochimiques multiples, tels que la production de NADPH oxydases, la phosphorylation
oxydative, I’auto oxydation de la glycéraldéhyde, 1’activation de la protéine kinase C et de
la voie des polyols (Sies et al., 2005 ; Serra et al., 2012).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le stress oxydatif accru observé
chez les sujets obeéses, y compris les anomalies lipidiques et glucidiques, I'inflammation
chronique (Bondia-Pons et al., 2012), le dysfonctionnement tissulaire (Serra et al.,
2012), ’hyperleptinémie (Beltowski, 2012), et la génération anormale de ERO a 1’état
post-prandial (Patel et al., 2007).

Plusieurs travaux ont mis en évidence un lien étroit entre 1’augmentation de 1’apport
calorique ou I’obésité et 1’augmentation du niveau de stress oxydant circulant (Warolin
et al., 2013; Karaouzene et al., 2011). La consommation d’un régime hypergras, aussi
bien chez les humains que chez les rongeurs augmente significativement la production du
H,0O, au niveau de la mitochondrie isolée du muscle squelettique (Anderson et al., 2009).
D’autres études ont également fait état des taux élevés de superoxyde au niveau des
mitochondries extraites des reins (Ruggiero et al., 2011), du foie (Crescenzo et al., 2008)
et du tissu adipeux (Curtis et al., 2010) prélevés a partir d’animaux obéses ou nourris
d’un régime hypergras. De plus, I’induction de 1’obésité chez des souris, par un régime
hyperlipidique, augmente significativement les concentrations circulantes des marqueurs
de la peroxydation lipidique et induit I’oxydation de I’albumine plasmatique (Grimsrud
et al., 2007). Ainsi, les taux d’isoprostanes, métabolites de la péroxydation lipidique, de
myeloperoxydase, enzyme pro-oxydante, et des LDL oxydées, augmentent parallélement
avec I’indice de masse corporelle (Pou et al. 2007 ; Kanaya et al., 2011 ; Hermsdorff et

al., 2011).



Ces résultats suggerent que le tissu adipeux est capable de produire des ERO. En effet,
les NADPH oxydases sont présentes sur la membrane des adipocytes, et produisent des
ERO qui peuvent étre responsables de 1’oxydation des lipides constituant les membranes,
notamment des AGPI (Krieger-Brauer et al., 1997).

Plusieurs protéines impliquées dans la réponse au stress cellulaire, a la lipotoxicité, a la
signalisation de I’insuline, ont subi une carbonylation, processus directement lié a
I’oxydation, témoignant ainsi de la présence d’un stress oxydant. Ainsi, des protéines
modifiées par un aldéhyde issu de ’oxydation des lipides, le 4-hydroxynonénal, ont été
identifiées dans le tissu adipeux de souris obéses insulinorésistantes (Grimsrud et al.,
2007).

Au cours de 1’obésité, I’accumulation excessive de lipides stimule le développement du
tissu adipeux en activant la prolifération des pré-adipocytes, leur différenciation en
adipocytes et en augmentant la taille des adipocytes (Higuchi et al., 2012). Or, il a été
montré que le stress oxydant induit par le peroxyde d’hydrogene favorise la différenciation
des pré-adipocytes en adipocytes, en régulant positivement des activateurs
transcriptionnels intervenant dans le programme de différenciation adipocytaire (Lee et
al., 2009 ; Calzadilla et al., 2011).

Outre les effets directs des adipocytes dans la production d’ERO, certaines adipokines
sécretees par le tissu adipeux peuvent initier la production d’ERO. Ainsi, la leptine est
susceptible d’augmenter le niveau de stress oxydant vasculaire en induisant, via
I’activation de la protéine kinase A, la production d’anion superoxyde mitochondrial. De
méme, la concentration plasmatique en adiponectine est inversement corrélée aux
indicateurs du stress oxydant (Furukawa et al., 2004).

Les défenses antioxydantes sont également modifiees chez les personnes obeses

(Nikolaidis et al., 2012 ; Gutierrez-Lopez et al., 2012). Neanmoins, la relation entre la



masse grasse corporelle et les défenses antioxydantes est encore en débat. En effet, aucune
corrélation ou lien entre ces derniers et les maladies liées a I'obésité n’est prouvée
véritablement car les différentes enzymes antioxydantes agissent dans un ordre temporel a
I'apparition de l'obésité. Toutefois, I’hypotheése émise est que les tissus tentent de lutter
contre le stress oxydatif provoqué par I’élévation des acides gras circulants, en
augmentant I'expression et I'activité des enzymes antioxydantes qui sont affaiblies lorsque
I'obésité est installée (Stefanovié et al., 2008 ; Brown et al., 2009).

Plusieurs hypothéses mécanistiques ont été évoquées pour tenter d’expliquer comment
le stress oxydant est susceptible de participer a la pathogenese de 1’obésité, mais cette
derniére elle-méme pourrait étre responsable de 1’induction d’un état de stress oxydant. Le
stress oxydant est donc a la fois induit par 1’obésité, mais il favorise aussi I’accumulation
des graisses, ce qui crée un cercle vicieux. L’hypothése portée par les travaux de
Furukawa et ces collaborateurs (2004) chez des souris obéses est que 1’obésité par elle-
méme induirait un état de stress oxydant au niveau des adipocytes, ayant pour
conséquence une dérégulation de la production des adipokines, conduisant a un état de
syndrome metabolique (Figure 9). En effet, selon ces travaux, le tissu adipeux serait la
source principale d’ERO, se traduisant par un stress oxydant au niveau plasmatique. Ce
stress oxydant pourrait induire 1’insulinorésistance dans le muscle squelettique et le tissu
adipeux, diminuer la sécrétion d’insuline par les cellules béta pancréatiques et participer a
la pathogenese de 1’athérosclérose et de I’hypertension. Selon ces auteurs, la NADPH
oxydase présente dans les adipocytes serait responsable de la production accrue de
peroxyde d’hydrogéne, suite a 1’activation de 1’enzyme par les concentrations élevées

d’acides gras libres (Mahadev et al., 2004 ; De Marchi et al., 2013).



Inhibiteursde PKCP

T glycémie,

hypertension
B PP 7 T PAL1, TNF-a, MCP-1

mitochondriale 1 adiponectine
etde la NADPH '

Figure 9 : Relation entre obésité, stress oxydant et syndrome métabolique (Furukawa
etal ., 2004 ; De Marchi et al., 2013).

ERO : especes réactives de 1’oxygene ; PAI-1 : inhibiteur de 1’activateur du plasminogéne ; IL-6
: interleukine-6 ; TNF-a : « tumor necrosis factor-o » ; MCP-1 : facteur chimiotactique des
monocytes ; PKCp : protéine kinase Cf.



L’implication du stress oxydant dans 1I’obésité pourrait ainsi amener a poser la question
du bénéfice potentiel de la consommation de certaines huiles alimentaires riches en acides
gras insaturés et en antioxydants naturels tels que les polyphénols et les tocophérols afin
de prévenir les dommages cellulaires liés notamment a la surproduction mitochondriale
d’ERO.

Les huiles végétales se définissent essentiellement par leur composition en acides gras
(Lecerf, 2011) qui est trés différente d’une huile a ’autre (Tableau 1). Il existe trois types
d’acides gras qui se distinguent par leur degré d’insaturation : les acides gras saturés
(AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI) (Evrard et al., 2007).

Les AGS ne possédent aucune double liaison sur leur chaine aliphatique. Leur formule
chimique générale est la suivante : CHz — (CH,) n — COOH. Les AGS peuvent avoir un
grand nombre de conformations possibles puisque les liaisons sont simples. Ils se trouvent
dans les graisses animales (beurre, viande, fromage... etc) mais aussi dans certaines huiles
végétales telles que 1’huile de palme. Les acides gras insaturés contiennent entre 1 et 6
doubles liaisons. Une seule double liaison définie les AGMI. Les acides gras ayants plus
de 2 doubles liaisons sont dits polyinsaturés (Cuvelier et al., 2004).

Les AGMI sont des acides gras dont la chaine hydrocarbonée comprend une seule
double liaison située généralement au niveau du carbone 9 (oméga-9). Le principal acides
gras oméga-9 est I’acide oléique. Les AGMI peuvent étre synthétisés par 1’organisme a
partir des gras saturés (Waterman et Lockwood, 2007). Ils peuvent également étre
fournis par I’alimentation dont les principales sources sont : 1’olive et I’huile d’olive
(Lopez et al., 2005).

Les AGPI sont classés en 4 grandes familles (n-7, n-9, n-6, n-3). Les deux premiéres
familles sont dites non essentielles car leurs précurseurs respectifs : I’acide palmitoléique et

I’acide oléique peuvent étre synthétisés par I’organisme.



Tableau 1: Composition en acides gras des principales huiles végétales (Cabrera-

Vique et al., 2012).

Huile d’olive

Huile de
tournesol

Huile de soja

Huile
d’amande
Huile
d’arachide

Huile de mais

Huile de pépins
de raisin
Huile de

sésame

Huile de noix

Palmitique
C16:0

7.5-15.6

7.4

6.0-9.78

6.85

7.5-14.4

13.4

8.3-9.3

3.9-8.7

Stéarique
C18:0

1.4-34

4.56

2.2-3.08

1.29

3.1-4.6

1.5

3.2-4.3

3.8-9.5

Oléique
C18:1n-9

60.9-82.1

25.17

26.1

69.24

40.3-64.7

27.4

12.2-18.7

31.7-37.6

14-21

Linoléique
C18:2n-6

45-16.1

60.15

50.1-53.98

21.52

11.3-37.1

56

67.6-72.9

42.4-51.6

54-65

Linolénique
C18:2n-3

0.4-1.2

0.3

5.67-14.5

0.16

1.0-1.4

0.9

0.3-0.9

3.8-9.4

9-15

Références
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al., 2003)

(Filip et al.,
2011)

(Araujo et
al., 2010)

(Maguire et
al., 2004)

(Sundaram
et al., 2010)

(Karoui et
al., 2010)

(Rubio et
al., 2009)

(Azeez et
Morakinyo,
2011)

(Lecerf,
2011)



Les n-6 et n-3 sont essentiels car leurs précurseurs doivent absolument étre apportés par
I’alimentation. En effet, les acides linoléiques (C18:2n-6) et alpha linoléniques (C18:3n-3)
sont les deux précurseurs respectifs des acides gras oméga-6 et oméga-3, tels que 1’acide
arachidonique (AA) (C20:4n-6), I'EPA (acide eicosapentaénoique) (C20:5n-3) et le DHA
(acide docosahexaénoique) (C22:6n-3). Ces derniers jouent un rdle essentiel (agrégation
plaquettaire, inflammation, immunit¢, ...etc) (Combe et Rossignol-Castera, 2010).

Les acides gras n’ont pas le méme effet sur le métabolisme et la balance oxydante. En
effet, Il a été démontré que les AGS sont associés a une réduction de la sensibilité a
I’insuline ce qui entraine le développement du diabéte de type I, et a une augmentation
des teneurs plasmatiques en triglycérides et en cholestérol. Les AGS sont également
corrélés positivement avec plusieurs pathologies chroniques telle que 1’obésité, les
maladies cardiovasculaires et le cancer (Fuentes et al., 2008).

Cependant, plusieurs études récentes ont prouvées que les régimes riches en AGMI
notamment 1’acide oléique ont des effets positifs sur plusieurs troubles métaboliques. Les
AGMI améliorent la sensibilité a 1’insuline et le profil lipidique. La consommation de
régimes riches en huile d’olive tel que le régime méditerranéen est associé a une réduction
de la prévalence et la mortalité due aux maladies cardiovasculaires, le cancer et les
maladies neuro- dégénératives (Bos et al., 2010). En effet, la consommation de régimes
riches en huile d’olive extra-vierge est associée a une augmentation des taux du HDL-
cholestérol et reduction du taux du LDL-cholestérol, ce qui prouve son effet
antihypertensif, et une amélioration du profil thrombotique aussi bien chez les personnes
saines que chez les sujets souffrant de I’hypercholestérolémie (Estruch et al., 2006).
De méme, autres études ont confirmé que la consommation de régimes riches en AGMI
est associé a une amélioration du statut redox et de faible prévalence d’obésité (Reaven et

Witztum, 1996 ; Berguignan et al., 2009 ; Romaguera et al., 2009).



Une littérature scientifique abondante expose les vertus des AGPI n-3 pour la santé. ces
effets bénéfiques sont le résultat d’une synergie entre des mécanismes multiples et
intriqués qui impliquent des effets anti-inflammatoires, la modulation des canaux ioniques
cardiaques et la réduction du taux des triglycérides (Poudyal et al., 2011). Il a été
démontré que la consommation des AGPI n-3 de longue chaine (EPA, DHA) contenus
dans les poissons gras est corrélée a des faibles taux de déces par les maladies
cardiovasculaires (Mozaffarian et Grimm, 2006). En plus, ils possedent des effets
bénéfiques sur le stress oxydatif qui est a I’origine de plusieurs pathologies (Kim et al.,
2005).

Les AGPI n-6 ayant pour r6le de veiller au fonctionnement des processus
physiologiques du corps, en améliorant la microcirculation, entrainant ainsi une meilleure
oxygénation des tissus (Von Schaky, 2000). Les acides linoléiques et alpha linoléniques
ainsi que leurs dérivés (AA et le DHA) sont préférentiellement incorporés dans les
phospholipides membranaires. Le nombre élevé de doubles liaisons leur confére une
certaine flexibilité et ils peuvent ainsi occuper un espace moléculaire plus important. Cette
propriété va permettre d’augmenter la fluidit¢ de la membrane et de modifier ainsi les
propriétés physico-chimiques des membranes cellulaires (Djemli-Shipkolye et al., 2003).

L’acide di-homo gamma linolénique (C20:3 n-6), I’AA et ’EPA sont respectivement les
précurseurs des familles 1, 2 et 3 des eicosanoides. Ces trois acides gras sont transformes
en prostaglandines, prostacyclines, thromboxanes, et leucotrienes par la voie des cyclo-
oxygenases et celle des lipoxygenases, respectivement. Ces molécules interviennent dans
différentes voies comme I’inflammation, I’agrégation plaquettaire et 1’hémodynamique
(Smith et al., 1991; Lagarde et al., 1997; Vericel et al., 1999). Les actions de I’EPA et
de I’AA étant complémentaires et leurs voies métaboliques utilisant les mémes enzymes il

s’en suit qu’une supplémentation en EPA, entraine, par compétition, une inhibition de la



synthese des métabolites issus de I’AA et une réduction de leurs effets inflammatoire et
thrombotique (Lagarde et Vericel, 2004).

Enfin, les AGPI ainsi que leurs dérivés (eico- et docosanoides) sont des ligands de
plusieurs facteurs de transcription nucléaire comme les PPARs (Krey et al., 1997;
Grimaldi, 2001), le NF-xB (Nuclear Factor-«B) (Lee et al., 2004) ou encore HNF4a
(Hepatic Nuclear Factor) (Swagell et al., 2007). Ces facteurs de transcription ont un role
important de régulation dans différentes voies métaboliques : oxydation cellulaire,
croissance et apoptose cellulaire, lipogenése et synthese de cytokines (Grimaldi, 2001 ;
Stillwell et Wassall, 2003).

Cependant, Certaines huiles végétales contiennent une forte teneur en acide linoléique
avec des teneurs supérieures a 60%. Or, des quantités excessives d’acide gras oméga-6 (un
ratio oméga-6/oméga-3 élevé) influencent certaines pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires, le cancer, les maladies inflammatoires et auto-immunes (Simopoulos,
2002). En effets, plusieurs études ont soulignées que 1’équilibre entre les AGPI oméga-3 et
oméga-6 est nécessaire pour le bon fonctionnement des membranes et la préservation de la
machinerie cellulaire (Puca et al., 2008 ; Poudyal et al., 2011).

Les composants mineurs dans les huiles végétales représentent 1 a 5 %, ils sont
constitués d’éléments treés variés. Ces composés, bien que mineurs quantitativement, ils
jouent un réle nutritionnel de premiere importance (Lecerf, 2011). Les composés mineurs
sont constitués de deux fractions: la fraction insaponifiable et la fraction soluble. Les
tocophérols, stérols et caroténoides appartiennent a la fraction insaponifiable, dénommee
ainsi, car elle ne peut pas réagir avec une base pour donner du savon. Les composes
mineurs de la fraction soluble sont innombrables et sont responsables, non seulement
d’une partie des propriétés des huiles, mais également de leur gout et de leur trouble. Une

grande partie des propriétés biologiques des huiles sont attribuees a la partie



insaponifiable. De nombreuses études expérimentales montrent que 1’effet nutritionnel de
I’huile d’olive est lié a leur polyphénols, phytostérols et tocophérols (Covas et al., 2006
; Combe et Rossignol-Castera, 2010).

Les tocophérols désignent un ensemble de molécules composées d’un noyau 6-OH
chromane, et d’une chaine latérale a 16 atomes de carbone, de structure isoprénique
(Verleyen, 2002). La chaine carbonée existe sous deux formes : une forme comprenant
trois insaturations : ce sont les tocotriénols; et la forme totalement saturée qui caractérise
les tocophérols. Dans les huiles végétales, on rencontre quatre groupes de tocophérols (a,
B, v, et 8) (Della Penna et Pogson, 2006). Ces tocophérols participent a la conservation
des huiles et possedent aussi certaines propriétés thérapeutiques et antioxydantes grace a
leur capacité a piéger les radicaux libres (Vara-ubol et Bowers, 2001; Reboul et al.,
2007; Reiter et al., 2007). En plus, ces composes peuvent constituer un critére analytique
pour le contrble de la pureté des huiles. Le pouvoir vitaminique des tocophérols est lié a la
teneur en a-tocophérol (vitamine E). Ce tocophérol est le plus fréquent dans la nature et le
plus actif biologiquement. Les B et y-tocophérols ont une activité vitaminique réduite, le -
tocophérol est pratiquement inactif, mais c’est le y-tocophérol qui a I’activité antioxydante
la plus élevée (Evrard et al., 2007 ; Reboul et al., 2007).

Les polyphénols attirent de plus en plus I’attention des chercheurs et des industriels en
raison de leur importance. En effet, jusqu’a maintenant, on considérait ces molécules
comme intéressantes pour I’organisme, tant au niveau nutritionnel que pour la santé
(Visioli et al., 2011). Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie
qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de
I’organisme végétal, comme la croissance, ou la production (Yusuf, 2006). L’expression

de « composes phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques possédant dans



sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (Bloor,
2001).

L’activité antioxydante des polyphénols est généralement attribuée a leur structure
hautement conjuguée a la quelle s’ajoutent les groupements hydroxyles ce qui induit la
présence d’atomes d’hydrogéne labiles. Les polyphénols limitent 1’oxydation des
structures cellulaires par piégeage des radicaux libres, ils peuvent également agir en
modulant I’expression et 1’activité des systémes de défense enzymatiques (Ashokkumar
et al., 2008). De nombreux travaux attribuent aux polyphénols un effet bénéfique sur la
santé. lls sont ainsi capables de protéger les cellules contre les dommages causés par les
radicaux libres (Zheng et al., 2010 ; Sies, 2010), ils peuvent également prévenir
I'athérosclérose, les maladies dégénératives et la progression du cancer (Clement, 2009).
Les polyphénols sont susceptibles d'étre dotés d’autres propriétés pharmacologiques,
antibactériennes,  anti-inflammatoires,  vasodilatatrices,  anti-thrombiques, anti-

athérogéniques et antioxydantes (Del Rio et al., 2010; Muanda et al., 2009).
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Partie in vitro :
Etude physico-chimique de [I’huile
d’argan et évaluation de son activité

antioxydante




Notre travail expérimental a porté sur l’introduction d’une huile végétale (huile
d’argan) provenant de la région de Tindouf (au Sud-ouest de 1’ Algérie) dans des régimes
alimentaires témoins et hypergras chez des rats males de type Wistar.

|. Présentation de I’huile d’argan.

|.1. Présentation de I’arganier

L’arganier (Argania spinosa. L Skeels) est un arbre endémique au Maroc et au Sud-
ouest Algérien, qui pousse particulierement dans sa limite la plus extréme (Tindouf)
(Kaabéche et al., 2010). Cet arbre de la famille des sapotacées est particulierement
résistant aux conditions séches et arides. En effet, il peut supporter des températures allant
de 3 a 50°C et se contenter d’une pluviométrie trés faible. Avec son systéme racinaire
puissant et profond, l'arganier contribue au maintien du sol et permet de lutter contre
I'avancée du désert ce qui lui confére un role irremplagable dans I'équilibre écologique. De
plus, grace a son effet ombrage et améliorateur de sol, il peut permettre une production
agricole non négligeable (Chaussod et al., 2005 ; Naggar et Mhirit, 2006 ; Alados et El
Aich, 2008).

L’arganier est un arbuste épineux pouvant atteindre six a huit métres de haut (Figure
10). Son aspect rappelle celui de I’olivier. Son tronc est noueux, souvent formé de
plusieurs tiges entrelacées ; la ramification commence a environ un metre du sol. La
floraison de I’arganier a lieu généralement au printemps, voire en automne selon les
conditions climatiques, ce qui engendre un echelonnement de la maturation des fruits sur
une longue période de I’année, de mai a septembre (Bani-Aameur, 2002). Les fleurs
hermaphrodites ont une couleur jaune verdatre. Les fruits sont des drupes ovoides vertes,
striées de rouge, de la taille d’une grosse olive. Le noyau contient une seule amande

oblongue (Figure 11).



Figure 10: Arbre d’Arganier (Bellefontaine et al., 2010)

Figure 11: Fruits d’ Arganier (Bellefontaine et al., 2010)



|.2. Répartition géographique de I’arganier

L’arganier, Argania spinosa (L.) Skeels est une angiosperme sapotacée endémique
d’Afrique du Nord, que 1’on rencontre en particulier dans le sud atlantique marocain, ou il
couvre environ 800000 ha. Son aire géographique s'étend entre les embouchures de
I'Oued Tensift (au Nord) et I'Oued Souss (au Sud) (El Mousadik et Petit, 1996 ;
Charrouf et al., 2002).

En Algérie, son aire de répartition géographique couvre un territoire relativement
important dans le Nord-ouest de la wilaya de Tindouf ou cette espéce constitue la
deuxieme essence forestiere apres |’Acacia raddiana (Benkheira, 2009). Il forme dans ce
territoire des peuplements dispersés sous forme d’arbrisseaux. La superficie de ’arganier a
régressé de 40.000 ha a 3000 ha, on le retrouve dans la région de Tindouf entre le Djebel
Quarkziz et la Hamada, le long des lits de 1’Oued el Ma et Oued Gahouane comprise entre
500 et 600 métres d'altitude (Kaabéche et al., 2010).

1.3. Extraction de I’huile d’argan

L’huile d’argan destinée a I’alimentation humaine, est issue du fruit de I’arganier. Elle
est extraite suivant plusieurs procédés a partir de I’amande du fruit, soit selon la méthode
traditionnelle, ou par presse ou en utilisant des solvants d'extraction. L’huile d’argan
utilisée pour cette étude, provient de la région de Tindouf (Sud-ouest d’Algérie). Elle a été
préparée en juillet 2010 par un procédé d’extraction artisanal. La préparation traditionnelle
de I’huile d’argan nécessite de longues heures de travail physique pénible. Aprés sechage
du fruit, il faut assurer son dépulpage et le concassage des noix. Ceci est réalisé a 1’aide de
pierres: une plate qui sert de support et une allongée qui fait office de marteau. La
torréfaction des amandons n’est effectuée que pour la préparation de I’huile d’argan
alimentaire. Cette étape lui donne son parfum unique et caractéristique de noisette. Elle est

réalisée sur feu doux dans un plan en terre. Le broyage des amandons torréfiés est ensuite



accompli dans un moulin & bras et il conduit a une pate lisse et beige a marron clair qui est
recueillie dans une bassine en terre. Des petites quantités d’eau chaude sont alors ajoutées
progressivement. La pate est ensuite presseée a la main pour libérer une émulsion brune
qui, apres plusieurs minutes, fournie I'huile d'argan (malaxage) (Figure 12). En moyenne,
il faut compter entre 30 et 40 kg de fruits secs et 20h de travail intense pour donner un litre
d’huile (Charrouf et Guillaume, 1999).

1.4. Composition chimique de I’huile d’argan

L’huile d'argan a une composition particuliere, elle est caractérisée par des taux élevés
d'acides linoléique et oléique. De plus, elle est riche en polyphénols et en tocophérols,
présentant une activité¢ antioxydante. L’huile d’argan contient aussi d’autres composés
mineurs tels que les caroténoides, les squalénes, les stérols et les xanthophylles. Ces
composes pourraient contribuer a la valeur nutritionnelle de I’huile d’argan, a ses
propriétés bénéfiques pour la santé, ainsi qu’a ses caractéristiques organoleptiques et
diétetiques et a sa conservation (Rahmani, 2005 ; Gharby et al., 2012).

I.5. Propriétés pharmacologiques de I’huile d’argan

1.5.1. Propriétés alléguées traditionnellement

L’huile d’argan est utilisée traditionnellement pour I’alimentation des populations du
Sud Marocain. Elle est recommandée pour traiter des maladies de la peau. En effet, I'huile
d'argan alimentaire est considérée cholérétique, utile pour traiter I'hnypercholestérolémie et
I'athérosclérose. Elle est également recommandée pour les rhumatismes. Quant a 1’huile
d’argan cosmétique, elle est recommandée contre les boutons de la peau, I'acné juvénile, la
cicatrisation des bralures, 1’eczéma et la varicelle. Elle permet ainsi de réduire 1’apparition
des rides et elle est utilisée pour protéger la peau et les cheveux contre la sécheresse

(Moukal, 2004).



1- Dépulpage 2- Concassage

3- Torréfaction 4- Trituration

5-Malaxage 6-Conditionnement

Figure 12: Les étapes d’extraction artisanale de 1’huile d’argan (Harhar, 2010)

1.5.2. Propriétés prouvées scientifiguement



En plus de revendications traditionnelles, les bienfaits de la consommation de I'huile
dargan sur la sant¢é humaine ont été mis en évidence par plusieurs études
épidémiologiques ou cliniques. L’impact de I’huile d’argan sur les maladies
cardiovasculaire a été étudié a travers des modeles animaux, des cellules isolées, des
organes ou des études épidémiologiques humaines (Berrada et al., 2000 ; Benajiba et al.,
2002 ; Derouiche et al., 2005 ; Berrougui et al., 2006 ; Sour et al., 2012). Les composés
mineurs de I'huile d'argan, tels que les stérols, peuvent étre impliqués dans son effet
hypocholestérolémiant (Khallouki et al., 2003). L’effet anti-hypertenseur de I’huile
d’argan et son mécanisme d'action, a été étudié par Berrougui et ces collaborateurs (2004).
L’huile d’argan inhibe ¢également l'agrégation plaquettaire sans provoquer ni une
prolongation du temps de saignement, ni un changement au niveau des plaquettes (Mekhfi
et al., 2008). L’impact de la consommation de I'huile d'argan sur le statut antioxydant chez
des adultes sains a été bien étudié (Drissi et al., 2004 ; Cherki et al., 2005). L’ensemble
de ces résultats suggére que 1’huile d’argan pourrait étre utilisée dans une approche de
prévention nutritionnelle pour prévenir et/ou retarder la progression des maladies

cardiovasculaires.

I1. Méthodes d’analyses physico-chimiques utilisées

I1.1. Détermination des indices physico-chimiques de I’huile

Les indices physico-chimiques de I’huile d’argan ont été déterminés selon la norme
AFNOR (1983)

11.1.1.Indice de densité (d2o)

L’indice de densité (dyo) Consiste a déterminer le rapport de la masse d’un volume
donné de I’huile d’argan a 20°C et la masse d’un volume égal d’eau distillée a la méme
température, en utilisant un pycnometre muni d’un thermometre gradué et étalonner a

20°C. La densité relative dyo est donnée par la formule suivante: dyp=m,-mgo/m1-my



Mo - la masse du pycnometre vide, m; . la masse du pycnométre rempli d’eau distillée,
M, . la masse du pycnométre rempli d’huile.

11.1.2. Indice de réfraction (Ng')

L’indice de réfraction (Ng') consiste & déterminer le rapport entre le sinus de 1’angle
d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée passant de 1’air dans I’huile d’argan a une température constante (20°C), en
utilisant le réfractometre. L’indice de réfraction est donné par la formule suivante:

ng?®=n 4' + 0.00035 (t - 20)

ng': valeur de lecture a la température a laquelle a été effectuée la détermination.

ng : indice de réfraction & la température 20°C.

t : la température a laquelle a été effectuée la détermination.

11.1.3. Indice d’acide (I»)

L’indice d’acide (In) d’un corps gras consiste a déterminer la quantité d’hydroxyde de
potassium exprimée en milligramme nécessaire pour neutraliser 1’acidité due aux acides
gras libres contenus dans un g du corps gras. Une quantité de 0,5 g d’huile d’argan a été
pesé et solubilisé dans 20 ml d’éthanol 96%. 2 ml d’indicateur coloré (phénolphtaléine a
1%) ont ensuite été ajoutés et cette solution a été titrée contre une solution d’hydroxyde de
potassium a 0,1 N. L’indice d’acide est donné par la formule suivante: Ia = V kon X
56.11x 0.1/ m pyie

11.1.4. Indice de saponification (ls)

Il correspond au nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium nécessaires pour la
saponification d’un gramme de corps gras. Une quantit¢ d’un gramme d’huile est
saponifiée a reflux par 25 ml de KOH éthanolique (0.5N) pendant une heure. L’excés du

KOH est neutralisé par 1’acide hydrochlorique (HCI1) (0.5) en présence de phénophtaléine



comme indicateur coloré. Un essai a blanc est realisé dans les mémes conditions sans
I’huile.

L’indice de saponification est calculé par la relation suivante : Is= (Vo -V1) X M x N/
m. Vo: volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour le témoin.V;:
volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la prise d’essai, M: masse
molaire de KOH : 56.11g / mole, N: normalité de la solution de potasse: 0.5 N, m :
masse de la prise d’essai.

11.2. Dosage des acides gras.

Consiste en la séparation des acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG)
sur colonne apreés leur conversion en esters méthyliques facilement entrainables par le gaz
vecteur. Une quantité déterminée (30 pl) d’étalon interne (acide heptadécanoique 17 :0,
C17H340; dilué dans du benzéne a 2mg/ml) est ajoutée a 200 UI (0.2ml) d’huile (Bligh et
Dyer, 1995).

La saponification est réalisée avec 1 ml de NaOH méthanolique (50 mM), suivie d’une
incubation a 80°C pendant 15 minutes. La saponification par NaOH méthanolique va
apporter les hydrogenes nécessaires a la libération des acides gras du glycérol. La réaction
est arrétée par un choc thermique en mettant les tubes dans la glace. La méthylation est
alors faite par addition de 2ml de BF3 méthanolique (Bromotrifluorométhanol a 14%)
(Slover et Lanza, 1979). Aprés mélange au vortex, les tubes sont fermes sous azote,
étuvés a 80°C pendant 20 min. La réaction est par la suite arrétée par un choc thermique. 2
ml de NaCl saturé (35%) et 2 ml d’hexane sont ensuite ajoutés aux tubes. Aprés passage
au vortex, deux phases se forment. La phase supérieure est prélevée pour I’injection dans
le chromatographe.

L’analyse est réalisée par la CPG (chromatographie en phase gazeuse; Becker

instruments, downers grove, IL); la colonne capillaire (Applied Sciences Labs, State



college, PA) est en pyrex de 50 m de longueur et 0,3 mm de diamétre interne, remplie
avec du carbowax 20m (Spiral-RD, Couternon, France). Le chromatographe est équipée
d’un injecteur de type ROS et d’un détecteur a ionisation de flamme relié a un intégrateur-
calculateur Enica 21 (DELSI instruments, Suresnes, France). L’identification des acides
gras est réalisée par comparaison de leur temps de rétention avec ceux des standards
d’acides gras (Nucheck-prep, Elysiam, MN, USA). La surface des pics d’acides gras est
proportionnelle & leur quantité ; elle est calculée a 1’aide d’un intégrateur.

11.3. Dosage de la vitamine E.

La vitamine E (a-tocophérol) est analysée sur I'huile d'argan par chromatographie
liquide haute performance (HPLC) en phase inverse selon la méthode de Zaman et al.
(1993). Cette méthode permet une analyse quantitative basée sur le fait que l'aire des pics
chromatographiques est proportionnelle a la concentration de la vitamine E présente dans
I'nuile, par comparaison au pic de I'étalon interne, Tocol (Lara Spiral, Couternon, France),
introduit dans I'échantillon avant I'injection dans le chromatographe.

La phase stationnaire inverse est composée de silice greffée par des chaines linéaires de
18 atomes de carbones (colonne C18; HP ODS Hypersil C18 ; 200 mm x 4,6 mm; Lara
Spiral, maintenance temperature of analytical column, 35°C). La phase mobile est
constituée par le mélange méthanol/eau (98/2, V/V), délivrée a un débit constant, 1ml/min
grace a une pompe (Waters 501 HPLC Pomp).

Apres précipitation des protéines par I’éthanol et addition de 1’étalon interne (Spg de
tocol pour 200l de I’huile), la vitamine E, est extraite de I’huile par 2 ml d’hexane. La
phase supérieure est reprise soigneusement et est évaporée sous vide. Le résidu est repris
dans 50ul de diethyl éther, et complété avec 150ul de la phase mobile méthanol/eau
(95/5 ; v/Iv). Le dosage de la vitamine E est réalisé par HPLC équipée d'un détecteur a

absorption UV qui permet de détecter le pic correspondant a la vitamine E a 292nm.



I1.4. Extraction et dosage des polyphénols totaux.

La méthode appliquée pour extraire les composés phénoliques est celle de 1’extraction
liquide- liquide selon Pirisi et al. (2000). Le principe est basé sur la solubilisation d’huile
d’argan (2g) dans 1 ml du n—hexane et 2 ml du méthanol/ I’eau (v/v, 60/40). Le volume
total subit une séparation par centrifugation a 3000 tr/min. Les surnageants (phase n-
hexane) vont subir 3 extractions successives a fin d’extraire le maximum. Les parties
résiduelles récupérées sont lavées par le n-hexane et évaporer a sec sous pression réduite
a température de 35°C.

L’extraction des polyphénols totaux a partir de 1’huile d’argan est suivie par un dosage
spectrophotométrique en utilisant la méthode de Singleton et Rossi (1965) reporté par
Dogyan et al. (2005). La réaction est basée sur la réduction de 1’acide phoshomolybdique
du réactif Folin-Ciocalteu (un acide de couleur jaune, constitué de polyhétérocycles acides
contenant du molybdeéne et tungsténe) par les polyphénols en milieu alcalin. Elle se traduit
par le développement d’une coloration bleu foncée due a la formation d’un complexe
molybdéne tungsténe mesuré au spectrophotometre.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir d’une équation de la régression
linéaire déduite de la courbe d’étalonnage et exprimée en mg équivalent de pyrrocatéchol
de matiére seche.

Absorbance = 0.0828* C, R=0,9993

Ou C est la concentration en mg/I



I11. Etude du pouvoir antioxydant

I11.1. Effet scavenger du radical DPPH

Le principe de ce test se résume en la capacité de I’huile d’argan a réduire le radical
libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se transforme
en coloration jaunatre (aprés réduction). Cette décoloration est mesurable par
spectrophotometrie, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno,
2002). Le test de DPPH a été realisé suivant la méthode décrite par Lee et al. (2007). Une
série de concentration d’huile d’argan est préparée dans I’isooctane, 56 pl de chacune
sont ajoutés a 5 ml d’une solution isooctanique de DPPH a 0,1 mM. Pour chaque
concentration un blanc est préparé (56ul d’huile d’argan + 5 ml d’isooctane). Le contrdle
est préparé en paralléle, en mélangeant 56 pl d’isooctane avec 5 ml de DPPH. Aprés une
période d’incubation de 30 min a 25 °C, I’absorbance a été lue a 517nm. L’inhibition du
radical libre de DPPH en pourcentage (I %) a été calculée de la maniére suivante:

% DPPH = [(Ac — A7)/ Ac] x 100

Ac: absorbance du contrdle. Ar : absorbance du test effectue.

IC50 (concentration inhibitrice de 50%), aussi appelée EC50 (Efficient concentration
50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical
DPPH. L’IC50 est calculée graphiquement en représentant les pourcentages d’inhibition
en fonction des différentes concentrations testées.

L’activité antioxydante est comparée a celle de 1’acide ascorbique.

I11.2. Test du blanchissement du B-caroténe couplé a ’auto-oxydation de I’acide
linoléique

L’activité antioxydante de 1’huile d’argan est mesurée selon le protocole expérimental

décrit par Kumazawa et al. (2002) reporté par Chan et Ismail (2009). Dans ce test du



blanchissement du B-caroténe, la présence des 11 paires de doubles liaisons rend le f-
caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes qui sont
formés a partir de I’oxydation d’acide linolé¢ique dans un systéme émulsion aqueux en
résultant le blanchissement du B-carotene.

A 3 ml d’une solution du B-carotene (100 pg/ml de chloroforme) sont ajoutés 40 mg
d’acide linoléique et 400 mg du Tween 20. Le chloroforme est évaporé par un rotavapor
et le résidu obtenu est repris par 100 ml d’eau distillée. 1,5ml de cette émulsion sont
préparés, pour lesquels 20 ul du méthanol (contrdle) ou d’antioxydant de référence (BHA)
ou d’huile d’argan a différentes concentrations sont ajoutés. Le mélange est bien agité et
la lecture de 1’absorbance a 470 nm se fait immediatement a t- 0 min contre un blanc (eau
distillée). Les tubes couverts sont placés dans un bain marie réglé a 50°C pendant 120
min. Ensuite, I’absorbance est mesurée a 470 nm. Les résultats obtenus sont exprimés en
pourcentage d’inhibition de la décoloration du p-caroténe en employant la formule
suivante :

Pourcentage d’inhibition (I1%)= [1 — (Ai — A¢) échantilion / (A’i - A’t)contrme] x 100

Ou: A; et A représentent I’absorbance initiale 4 0 min, et A, et A représentent
1’absorbance terminale a 120 min.

La valeur EC50 est définie comme la concentration des antioxydants correspondant a
50% d’inhibition. Elle est calculée en tragant la courbe des pourcentages d’inhibition en
fonction des concentrations de 1’échantillon.

111.3. Réduction du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le pouvoir réducteur de I’huile d’argan et est associé a son pouvoir antioxydant.
L’activité réductrice du fer est déterminée selon la méthode decrite par Oyaizu (1986)

reportée par Saha et al. (2012), basée sur la réaction chimique de réduction du Fe** présent



dans le complexe KsFe(CN)s en Fe*?. Cette capacité réductrice peut servir comme un
indicateur significatif de I’activité antioxydante potentielle d’un composé.

Iml d’huile d’argan a différentes concentrations (dans le DMSO), est mélangé avec 2,5
ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)g & 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 minutes,
puis refroidi a la température ambiante. 2,5 ml de I’acide trichloracétique a 10% sont
ajoutés pour stopper la réaction, puis il est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes.
2,5ml du surnageant sont ajoutés a 2,5ml d’eau distillée et 500ul d’une solution de FeCls.
6H,0 (0,1%) sont ajoutés au mélange. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a
700 nm. L’acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif dans cette expérience, aux

mémes concentrations choisies.



Partie in vivo :

Effet de I'huile d’argan sur le métabolisme
du glucose, des lipides, des lipoprotéines et

du statut oxydant/antioxydant




I. Protocole expérimental

I.1. Choix des animaux.

Pour notre travail, nous avons utilisé des rats blancs (Rattus norvegicus) de souches
Wistar de sexe male adulte &gé de deux mois ayant un poids moyen de 185+ 6 g. Les rats
sont maintenus dans les conditions favorables d’¢levage (au niveau de I’animalerie du
département de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre
et de I’univers, université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen), température (25 a 30°C), taux
d’humidité entre 60 et 70% et une photopériode de 12 heures le jour et 12 heures la nuit.
Les rats ont un accés libre a I’eau et a la nourriture. Ces rats sont ensuite répartis en 4 lots
homogeénes en age et en poids (N=5).

I.2. Préparation des régimes

Ces 20 rats ont recu pendant trois mois d’expérimentation un régime alimentaire
témoin ou hypergras, enrichi ou non en huile d’argan selon le protocole de Kim et Park
(2008).

Régime témoin : Un lot constitué de 5 rats recevant le régime témoin a base de 20% de
protéines, 65% de glucides et 5% de lipides pendant trois mois.

Régime témoin argan : Ce régime a la méme composition que le régime témoin sauf que
5% d’huile de mais sont remplacés par 5% d’huile d’argan pendant le troisieme mois.
Régime hypergras : Lot des rats obéses recevant le régime hypergras a base de 20% de
protéines, 48.1% de glucides et 21% de lipides pendant trois mois.

Régime hypergras argan : Ce régime a la méme composition que le régime hypergras
sauf que 3% d’huile de mais sont remplacés par 3% d’huile d’argan pendant le troisiéme
mois.

La composition des différents régimes est donnée dans le Tableau 2. Le poids corporel

et la nourriture ingérée sont notés quotidiennement.



Tableau 2. Composition des régimes témoins et expérimentaux en pourcentage
pondéraux et énergétiques.
Constituants | Régime T | Régime Valeurs Régime Régime Valeurs
(% TA (% énergétiques | HG (% HGA (% énergétiques
pondéral) | pondéral) | (Kcal) pondéral) | pondéral (Kcal)
Caséine 20 20 80 20 20 80
Amidon 15 15 60 111 111 44.4
Saccharose 50 50 200 37 37 148
Cellulose 5 5 - 5 5 -
Huiles 5% 5% 45 3% 3% 27
végétales huile de huile huile de huile
mais d’argan mai's d’argan
Graisse - - - 17 17 153
animale
Sel minéraux 3.5 3.5 - 4.2 4.2 -
Vitamines 1 1 - 1.2 1.2 -
Cholestérol - - - 1 1 9
Méthionine 0.3 0.3 1.2 0.3 0.3 1.2
Total 100 100 386.2 100 100 462.6

T : régime témoin ; TA : régime témoin enrichi en huile d’argan ; HG : régime

hypergras; HGA : régime hypergras enrichi en huile d’argan. L’huile de mais contient en

pourcentage d’acides gras : 12.1% acide palmitique, 2.2% acide stéarique, 30.7% acide

oléique, 54% acide linoléique et 1% acide linolénique.




1.3. Sacrifices et prélevements de sang

Aprés trois mois de régime, les rats sont anesthésiés au pentobarbital sodique (60
mg/kg de poids corporel) et sont sacrifiés aprés 12 h de jeune. Le sang est prélevé par
ponction dans 1’aorte abdominale. Une quantité du sang prélevé est récupérée dans des
tubes a EDTA. Ces derniers sont centrifugés a 3000 tr/min pendant 15 min. Le plasma est
récupéré et conservé a -20°C en vue du dosage des différents paramétres du métabolisme
lipidique, protéique, et certains parametres du statut redox.

Les érythrocytes restants sont lavés avec de I’eau physiologique trois fois de suite, puis
sont lysés par addition de 1’eau distillée glacée et incubation pendant 15 min dans la glace.
Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a 5000 tr/min pendant 5 min. Le
lysat est ensuite récupéré afin de doser les marqueurs eérythrocytaires du statut
oxydant/antioxydant.

|.4. Prélevements d’organes

Apreés le prélévement sanguin, le foie, le muscle gastrocnémien et le tissu adipeux
viscéral sont soigneusement prélevés, rincés avec du NaCl a 0,9 %, ensuite pesés. Une
partie aliquote des différents organes est immédiatement broyée dans le tampon PBS, pH
7,4. L’homogeénat obtenu est utilis€¢ pour la détermination des différents parametres du
statut oxydant/antioxydant. Les restes des organes sont conservés a -20°C, en vue des
dosages lipidiques et protéiques.

1. Analyses biochimiques

11.1. Détermination des teneurs en protéines totales

Les proteines totales plasmatiques sont dosées par la méthode colorimétrique de Biuret
(Kit Prochima). Les protéines forment avec les ions cuivriques, en milieu alcalin, un
complexe coloré dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en protéines.

L’absorption est mesurée a 550 nm.



Les protéines totales sont dosées sur les sur les fractions de lipoprotéines et sur les
organes (préparés par broyage d’une partie aliquote dans du tampon phosphate/ EDTA,
pH 7,2, addition de lauryl sulfate de sodium (SDS 1%) (1/1, v/v), et centrifugation a 3000
t/min pendant 10 min) par la méthode de Lowry et al. (1951) qui est basée sur 1’utilisation
du réactif de folin et d’une gamme étalon d’albumine sérique bovine. La coloration bleue
développée est proportionnelle a la quantité de protéines de I’échantillon. La lecture est
réalisée a 689 nm.

I1.2. Détermination des teneurs en créatinine

La créatinine plasmatique est dosée par une méthode colorimétrique basée sur la
réaction de 1’acide picrique avec la créatinine en milieu basique formant un complexe
coloré en jaune orange. L’intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de
530 nm (Kit PROCHIMA).

11.3. Détermination des teneurs en urée

L’urée plasmatique est dosée par une méthode colorimétrique basée sur I'utilisation du
diacetylmonooxine et des ions Fe** (Kit PROCHIMA). L’urée réagit avec le
diacetylmonooxine en présence d’ions Fe* et d’un réducteur, pour donner un complexe
coloré en rose. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la quantité d’urée
présente dans I’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde de 525 nm.

11.4. Détermination des teneurs en glucose

Le dosage du glucose plasmatique est réalise par méthode enzymatique et
colorimétrique (Kit Prochima). En presence du glucose oxydase, le glucose est oxydé en
acide gluconique et peroxyde d’hydrogene. Ce dernier, en présence de peroxydase et de
phenol, oxyde un chromogéne (4- aminoantipyrine) incolore en un colorant rouge a
structure quinonéimine. L’absorption est mesurée a 505 nm et I’intensité de la coloration

est proportionnelle a la concentration en glucose présente dans 1’échantillon.



11.5. Dosage de I’insuline

Le taux d’insuline est déterminé par la méthode de dosage immunoenzymatique en
phase solide, ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) selon le kit LINCO (St
Louis, MO, USA). Le principe de la méthode est basé sur 1’utilisation des plaques ELISA
dont les micropuits ont un revétement d’anticorps monoclonal anti-insuline de rat.
L’insuline présente dans 1’échantillon se lie aux anticorps adsorbés dans les micropuits.
Un deuxiéme anticorps polyclonal anti-insuline conjugué a la biotine est ajouté et se lie a
I’insuline capturée par le premier anticorps. Aprés lavage qui permet d’éliminer
I’anticorps biotinylé non lié¢, une enzyme (Peroxydase de Raifort appelée Horse dish
peroxydase HRP) est ajoutée et se lie a I’anticorps biotinylé immobilisé. Aprés lavage, le
substrat de la peroxydase (3,3°, 5,5’tetra methylbenzidine) est ajouté aux puits. La
quantification du complexe anticorps-enzyme est réalisée en suivant l’activité de la
peroxydase en présence de son substrat. Ainsi, un produit coloré est formé
proportionnellement a la quantité d’insuline présente dans I’échantillon. La réaction est
terminée par I’addition d’un acide et I’absorbance est mesurée a 450 nm. La concentration
en insuline est déterminée a 1’aide d’une gamme étalon d’insuline de rat.

11.6. Dosage de la leptine

Le taux de leptine est determiné par la méthode ELISA selon le Kit LINCO (St Louis,
MO, USA). Le principe de la méthode est basé sur I'utilisation de micropuits avec un
revétement d’anticorps anti-leptine de rat, d’anticorps anti-leptine conjugué a la biotine, de
I’enzyme peroxydase de Raifort et de son substrat le tetramethylbenzidine. Le protocole
expérimental est semblable a celui utilisé pour I’insuline. La coloration du milieu est
directement proportionnelle a la concentration de leptine de 1’échantillon. Cette

concentration est déterminée a 1’aide d’une gamme étalon de leptine de rat.



I1.7. Détermination des parameétres lipidiques au niveau du plasma, des
lipoprotéines et des organes.

11.7.1. Séparation des lipoprotéines

Les lipoprotéines totales sont isolées a partir du plasma par précipitation selon la
méthode de Burstein et al. (1970,1989). A pH neutre, les polyanions, en présence de
cations divalents, peuvent former des complexes insolubles avec les lipoprotéines
(lipopolyanions-cations) donc la précipitation se fait grace aux polyanions qui se
combinent aux lipides des lipoprotéines. Généralement, les polyanions utilisés sont les
sulfates (SO™®), les polysaccharides (héparine) et I’acide phosphotungstique, alors que les
cations sont les Ca **, Mn?* et Mg?* L utilisation du méme réactif de précipitation a
différentes concentrations, permet de précipiter sélectivement les fractions des
lipoprotéines ; et ainsi a concentration de plus en plus élevée, ce réactif permet la
séparation a partir du plasma, d’abord des VLDL ensuite des LDL et en dernier des HDL.
Ce principe est analogue a celui de l’ultracentrifugation en gradient de densité des
lipoprotéines. En effet, lorsque la concentration varie, la densité du milieu varie aussi et
permet une précipitation sélective. Les lipoprotéines précipitées par 1’acide
phosphotungstique et le MgCl, a différentes concentrations, sont par la suite solubilisées
grace a une solution de solubilisation contenant du tampon citrate trisodique et NaCl.

11.7.2. Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total est réalisé par méthode enzymatique (Kits PROCHIMA)
sur le plasma, les différentes fractions lipoprotéiques et les homogénats des organes
(aprés leur broyage comme précédemment décrit). La réaction consiste a liberer le
cholestérol de la liaison ester par la cholestérol-estérase, et d’oxyder le cholestérol libre
non estérifié par la cholestérol-oxydase. L’indicateur est une quinonéimine formee a partir

de peroxyde d’hydrogene, de la 4-aminophénazone, sous [’action catalytique de la



peroxydase. La concentration en quinonéimine colorée est mesurée a 510 nm, elle est
proportionnelle & la concentration en cholestérol total.

11.7.3. Dosage des triglycérides

Les triglycérides sont dosés par des méthodes enzymatiques (Kit Prochima), sur le
plasma, les différentes fractions lipoprotéiques et les homogénats des organes (comme il a
été décris précédemment). Les triglycérides sont dosés apres hydrolyse enzymatique par
des lipases en glycérol et acide gras libres. L’indicateur, la quinonéimine est formée a
partir du peroxyde d’hydrogéne et du 4-aminoantipirine et du chlorophénol sous 1’action
de la peroxydase. Le taux des triglycérides est déterminé a une longueur d’onde de 505
nm. La concentration en quinonéimine est proportionnelle a la quantité de triglycérides.

11.7.4. Détermination des lipides totaux des organes

Les lipides totaux des organes sont déterminés par la méthode de Folch et al. (1957).
Aprés évaporation totale du chloroforme, I’extrait lipidique (lipides totaux) est pesé
plusieurs fois, jusqu’a poids constant. Entre chaque pesée, I’extrait lipidique est maintenu
sous vide au dessiccateur.

11.8. Détermination de I’activité de la lécithine cholestérol acyl transférase (LCAT,
EC 2.3.1.43)

L’activité de cette enzyme est déduite a partir de la méthode biochimique de dosage du
cholestérol libre (CL) selon Girard et Assous (1962), utilisant la réaction au chlorure
ferrique applicable sans déprotéinisation, ni extraction. En présence d’une solution de
chlorure ferrique et d’acide sulfurique dilué¢ par 1’acide acétique, le cholestérol libre
développe a 20°C une coloration rouge violacée sachant que les esters de cholestérol
n’interviennent pas a ce degré de température ; il est nécessaire de faire un témoin pour
chaque dosage. Le milieu réactionnel contient le plasma et 1’acide acétique dans le tube

dosage et témoin et la solution chlorure ferrique dans le tube ajouté. Apres agitation une



heure énergiquement au bain marie & 20 °C, la lecture est déterminée a une longueur
d’onde de 500 nm. Les concentrations en cholestérol libre (CL) exprimées en g/l sont
déterminées a partir d’'une gamme étalon de cholestérol (0,05%), I’activité de la LCAT est
calculée selon la formule suivante : A* LCAT= (ECT1h- ECTO) (g/l) / PMc (g/mol)

A* LCAT : Activité de la LCAT ; ECT1h : Ester de cholestérol a T1h ; ECTO : Ester
de cholestérol & TO ; PMc : Poids moléculaire du cholestérol.

Le cholestérol estérifié (CE) est obtenu par différence entre le CT et le CL puis
multiplié par 1,67 (poids moléculaire moyen d’un AG qui estérifie le cholestérol).

V. Détermination du statut oxydant/antioxydant

I11.1. Détermination du taux des hydroperoxydes

Les hydroperoxydes plasmatiques, érythrocytaires et d’homogénats d’organes sont
mesurés par 1’oxydation d’ions ferriques utilisant le xylénol orange (Fox2; Kit
Peroxoquant méthanol- compatible formulation, Rockford, IL, USA) en conjugaison avec
le ROOH réducteur spécifique de la triphenylphosphine (TPP), selon la méthode de
Nourooz-Zadeh et al. (1996). Cette méthode est basée sur une peroxydation rapide
transformant le Fe?* en Fe** en milieu acide. Les ions Fe** en présence du xylénol orange
[(O-cresolsulfonphtalein-3,3"’-bis  (methyliminodiacetic acid sodium)], forment un
complexe Fe**—xylénol orange. 90 pl de plasma ou de lysat érythrocytaire ou
d’homogénat d’organes sont incubés a température ambiante pendant 30 min avec 10 pl
de méthanol (pour I’essai), ou 10 ul de TPP (pour le blanc). A ce mélange sont ajoutés 900
ul de réactif Fox (contenant 250 mmol/l de sulfate d’ammonium ferrique, 25mmol/l de
H,SO4, 4 mmol/l de BHT et 100 pumol de xylénol orange). Apres incubation pendant 30
min et centrifugation a 6000 t/min pendant 10 min, la lecture se fait a 560 nm.

Le taux d’hydroperoxydes plasmatiques, €rythrocytaires ou tissulaires correspond a la

différence entre 1’absorbance de !’échantillon et [’absorbance du blanc, sont alors



quantifiés par le spectrophotométre et le coefficient d'extinction de H,0, (¢ = 4.4x10*
mol™.L. cm™).

111.2. Dosage du malondialdehyde (MDA)

Le malondialdehyde (MDA) est le marqueur le plus utilise en peroxydation lipidique.
Ce dosage est réalise selon la méthode de Nourooz- Zadeh et al. (1996), par un traitement
acide a chaud, grace a I’utilisation de 1’acide thiobarbiturique (TBA) a 0,67 %. 100 pul de
plasma ou de lysat érythrocytaire ou 1’homogénat d’organes sont incubés 20 minutes a
100°c avec 1ml de TBA 4 0,67% et 500ul d’acide trichloroacétique (TCA) a 20%. Apres
incubation, refroidissement et une centrifugation a 4000t/min pendant 10 min, la lecture
est réalisée sur le surnageant qui contient le MDA. Le TBA réagit avec les aldéhydes pour
former un produit de condensation chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et
une molécule de MDA dont 1’absorption se fait a 532 nm. La concentration en MDA
plasmatique, érythrocytaire ou tissulaire est calculée en utilisant une courbe étalon de
MDA ou le coefficient d’extinction du complexe MDA-TBA (g =1,56x10° mol * .L .cm™
a532 nm)

111.3. Détermination des protéines carbonylées

Les protéines carbonylées plasmatiques, érythrocytaires et tissulaires (marqueurs de
I’oxydation protéique) sont mesurées par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine selon
la méthode de Levine et al. (1990). 50ul de plasma ou de lysat ou d’homogénat d’organes
sont incubés 1h a température ambiante avec 1ml de dinitrophénylhydrazine (DNPH) a
2g /1 dans 2mol/l de HCI ou avec seulement 1 ml de HCI & 2 mol/l pour le blanc. Ensuite,
les protéines sont précipitées avec 200 pl d’acide trichloroacétique a 500 g/l (TCA) et
lavées 3 fois par 1’éthanol: ethylacetate 1:1 (v/v) et 3 fois par le TCA a 100 g/I. Le culot

est solubilisé dans 6mol/l de guanidine. Les lectures se font a 350 et 375nm. La



concentration des groupements carbonylés est calculée selon un coefficient d’extinction
(e= 21,5 mmol™. L.cm ™).

I11.4. Oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques.

L’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques, induite par les métaux (cuivre), est
déterminée par le suivi au cours du temps de la formation des dienes conjugués selon la
méthode d’Esterbauer et al. (1989). Les diénes sont considérés comme les produits
primaires de 1’oxydation lipidique et présentent une absorption dans 1’ultraviolet a 234
nm. L’addition du CuSQO4 (100uM) au plasma provoque I’oxydation des lipoprotéines
plasmatiques qui se traduit in vitro par I’augmentation progressive de la densité optique a
234 nm, aprés une phase de latence. Cette augmentation de 1’absorbance marque la
formation de plus en plus importante des diénes conjugués dont la concentration est
estimée en utilisant le coefficient d’extinction (e =29,50 mmol™. L .cm™ ; & 234 nm). Les
variations de I’absorbance des diénes conjugués en fonction du temps permettent de tracer
la courbe cinétique ou trois phases consécutives sont déterminées : phase de latence, phase
de propagation et phase de décomposition. A partir de cette courbe cinétique, plusieurs
marqueurs de 1’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques sont déterminés:

- t (lag) min correspond a la durée de la phase de latence et marque le début de
I’augmentation de la densité optique par rapport a la valeur initiale. Le t (lag) permet de
d’estimer la résistance des lipoprotéines a 1’oxydation in vitro.

- Taux initial des diénes conjugués (umol/l)

- Taux maximum des diénes conjugués (umol/l)

- t (max) min correspond au temps nécessaire pour obtenir 1’oxydation maximale. Il
marque la fin de la phase de propagation et le début de la phase de décomposition. Il se
calcule sur la courbe cinétique en projetant la valeur de densité optique maximale sur ’axe

des X (temps exprimé en minutes).



I11.5. Dosage des vitamines A et E

Les vitamines A (rétinol) et E (o~ tocophérol) sont analysées sur le plasma des
différents groupes de rats par chromatographie liquide haute performance (HPLC) en
phase inverse selon la méthode de Zaman et al. (1993) comme il a été décris
précédemment.  Les dosages des vitamines A et E sont réalisés par HPLC équipée d'un
détecteur a absorption UV qui permet de détecter le pic correspondant a la vitamine E a
292 nm et celui de la vitamine A a 325 nm.

111.6. Dosage de la vitamine C

La vitamine C plasmatique est dosée selon la méthode de Jacota et Dana (1982)
utilisant le réactif de Folin et une gamme étalon d’acide ascorbique. Apres précipitation
des protéines plasmatiques par 1’acide trichloriacétique (10%) et centrifugation, le réactif
de Folin est ajouté au surnageant. La vitamine C présente dans le surnageant réduit le
réactif de Folin donnant une coloration jaune. L’intensit¢ de la coloration obtenue est
proportionnelle a la concentration en vitamine C a une longueur d'onde de 769 nm
présente dans I’échantillon. La concentration est déterminée a partir de la courbe étalon
obtenue grace a une solution d’acide ascorbique.

I11.7. Détermination de D’activité des enzymes antioxydantes

Afin de doser ces enzymes, le lysat érythrocytaire est préparé a partir du culot des
globules rouges comme précédemment décrit. L’activité de ces enzymes est aussi
déterminée sur ’homogénat des organes.

111.7. 1. Détermination de ’activité de la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)

Cette activité enzymatique est mesurée par analyse spectrophotométrique du taux de la
décomposition du peroxyde d’hydrogene (Aebi, 1974). En présence de la catalase, la
décomposition du peroxyde d’hydrogeéne conduit & une diminution de 1’absorption de la

solution de H,0O, en fonction du temps. Le milieu réactionnel contient 1ml de surnageant



(lysat dilué au 1/500 ou homogénat d’organes), 1ml d’H,0,, et 1ml de tampon phosphate
(50 mmol/l, pH 7,0). Aprés incubation de 5min, 1ml du réactif de coloration, titanium
oxyde sulfate (TiOSO,) (1,7 g dans 500 ml d’H,SO,4 2N) est ajouté. La lecture se fait a
420 nm. Les concentrations du H,0, restant sont déterminées a partir d’une gamme étalon
de H,0O, avec le tampon phosphate et le réactif TIOSO, de facon a obtenir dans le milieu
réactionnel des concentrations de 0,5 & 2 mmol/I.

Le calcul d’une unité d’activité enzymatique est :

A =log A;:- log A,.

A est la concentration de H202 de départ

A, est la concentration de H202 apres incubation

L’activité spécifique est exprimée en U/g ou en U/ml.

111.7. 2. Dosage de I’activité de Superoxyde Dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1)

L’activité de cette enzyme est mesurée selon la méthode d’Elstner et al. (1983). Le
principe est basé sur la réaction chimique qui génére I’ion superoxyde (O%) & partir de
I’oxygéne moléculaire en présence d’EDTA, de MnCl, et du mercaptoéthanol.
L’oxydation du NADPH est liée a la disponibilité des ions superoxyde dans le milieu. Dés
que la SOD est ajoutée dans le milieu réactionnel, elle entraine I’inhibition de I’oxydation
du NADPH. 400 pl de réactif (éthanol/chlorophorme ; 62,5/37,5 ; v/v) sont ajoutés a 250
pl de lysat ou d’homogénat d’organes, afin de précipiter les protéines. Apres
centrifugation a 4000t/min pendant 5min, le surnageant est récuperé.

Le milieu réactionnel contient 5ul de lysat ou d’homogénat d’organes, 10l de tampon
et 100 pl de réactif 1 (contenant 5 ml de tampon phosphate (0,2 mol/ I, pH 7,8), 1 ml
d’hydroxylamine chloride (0,69 mg/ml), 1ml d’antraquinone (0,132 mg/ml) et 1 ml de
diaphorase (1 mg/ml d’une solution de 15 U/ml). Le mélange est ensuite incubé avec 10ul

de NADPH pendant 15min a température ambiante. Puis 100 pl de réactif 2 (contenant 6



ml se sulfanilamide a 10 mg/ml d’HCI a 25% et 6 ml de naphtylethyléne diamine a 0,2
mg/ml) sont ajoutés. La lecture se fait & 540 nm, apres incubation de 20 min. La gamme
d’activité est réalisée avec la SOD étalon.

111.7. 3. Dosage de I’activité de la Glutathion Peroxydase (GSH-Px ; EC 1.11.1.9)

L’activité enzymatique est estimée par la méthode de Paglia et Valentine (1967)
modifiée par Lawrence et Burk (1976), sur le lysat ou I’homogénat d’organes. Le principe
de cette méthode est basé sur la mesure de la capacité d’une solution a catalyser
I’oxydation du glutathion réduit par 1’H,0,. Pour cela, on utilise le recyclage du glutathion
par la glutathion réductase. L’oxydation du NADPH qui lui est couplé, est utilisée pour
suivre la réaction. La vitesse de formation du GSH est donc mesurée en suivant la
diminution de I’absorbance a 340 nm liée a la conversion du NADPH en NADP".

Le milieu réactionnel contient 10ul de lysat ou d’homogénat d’organes, 150ul de
réactif contenant dans 1 ml de tampon phosphate a 50 mM, pH 7,0 (0,3 mg de glutathion
réduit, 1pl de glutathion réductase a 1 U/l et 0,26 mg de NADPH) et 10ul de cumene a 1,5
Mm. La lecture se fait a 340 nm toutes les 30 secs pendant 10 min.

Une gamme d’activité est nécessaire avec une enzyme d’activité connue. Pour la
Glutathion réductase (100U/0,22ml), 6,6 pl de la solution mére sont prélevés et mis dans
3ml d’eau distillée, soit une solution de 1U/ml. Des dilutions de Y = 500U/l a
1/64=15,63U/1 sont effectuées. Une unité de glutathion peroxydase est égale a 1uM de
NADPH oxydeé par min et par mg de protéine.

111.7. 4. Dosage de I’activité de la Glutathion réductase (GSSG-Red ; EC 1.6.4.2)

Cette activité enzymatique est déterminée par la mesure du taux de 1’oxydation du
NADPH en présence du glutathion oxydé (Goldberg et Spooner, 1992). Le milieu
réactionnel contient 13,5 ml de tampon phosphate (0,12 mol/l, pH 7,2 +EDTA 1mol/l), 0,5

ml de FAD (155umol/l), 0,5 ml de glutathion oxydé (40 mg/ml), 0,5 ml de DTNB



(colorant), 10ul d’échantillon, et au bout de 5min d’incubation, 10 ul de NADPH (9,6
mmol/l dans Na,HCO3; & 1%) sont ajoutés au mélange. L’activité de la glutathion
réductase est déterminée en suivant I’oxydation du NADPH et donc par conséquent la
disparition du NADPH du milieu reactionnel. Par action de la glutathion réductase et en
présence du NADPH, le glutathion oxydé GSSG est réduit en GSH.

La gamme d’activité est celle de la Glut réductase (100 U/0,22ml), a partir des dilutions
de =500 U/l a 1/64= 15,63 UII.

La lecture de la densité optique (qui régresse) se fait a 340 nm toutes les 30 secondes.
L’activité enzymatique est exprimée en unité. Une unité de 1’activité¢ de la glutathion
réductase est définie comme le taux d’enzyme capable d’oxyder 2mM de NADPH oxydé
par min.

I11. 8. Détermination du pouvoir antioxydant total du plasma (ORAC)

Le pouvoir antioxydant total du plasma, c’est a dire sa capacité a absorber les radicaux
oxygenes libres (ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity) est estimé par la capacité
des hématies a résister a I'némolyse induite par les radicaux libres in vitro en présence du
plasma, selon la méthode de Blache et Prost (1992). Cette méthode est basée sur le suivi
en fonction du temps de I'némolyse des globules rouges induite par un générateur de
radicaux libres. Il s'agit de soumettre une suspension d'hématies a une agression
radicalaire dans des conditions strictement controlées et standardisées. Tous les systémes
enzymatiques et chimiques de I'échantillon se mobilisent pour protéger l'intégrite des
cellules jusqu'a leur lyse. Ainsi, I'némolyse se fait graduellement en fonction du temps. La
mesure de I'augmentation de I'absorbance a 450 nm toutes les 10 minutes permet de suivre
la cinétique de I'hnémolyse.

L'addition d'une quantité déterminée d'un antioxydant, vitamine E (Trolox) ou vitamine

C (acide ascorbique) permet de neutraliser une quantité de radicaux libres dans le milieu



d'incubation et permet ainsi la protection des globules rouges contre ’attaque des radicaux
libres et I’hémolyse. La courbe de cinétique de lyse des globules rouges est déviée et un
décalage de la courbe est observé en fonction du temps. Le plasma contient plusieurs
systemes de défonces antioxydants et permet aussi la protection des globules rouges
contre l'attaque radicalaire. En présence du plasma, un décalage de la courbe de la
cinétique d'hémolyse des globules rouges est aussi observe. Le pouvoir antioxydant total
du plasma représente donc la capacité du plasma a neutralise des radicaux libres générés in
vitro (ORAC) et donc a freiner I'némolyse des globules rouges attaqués, donc
indirectement ralentir I'augmentation de la densité optique a 450nm. Afin de permettre une
quantification de ce pouvoir antioxydant total, I'utilisation des antioxydants purifiés
(Trolox, vitamine C) a concentration connues permet 1’étalonnage. Ainsi, une unit¢é ORAC
correspond a la  surface de protection donnée par 1uM Trolox ou 2uM Vitamine C
(concentration finale). L’ORAC de chaque échantillon de plasma est calculé en mesurant
la surface nette de protection sous les courbes cinétiques de I'némolyse.

Ainsi : ORAC échantillon = (S glanc — S Echantition)/(S Blanc — S Antioxydant), OU S = Aire
calculé sous la courbe cinétique de I'némolyse ; Antioxydant = Trolox (1uM) ou Vitamine
C (2uM).

V. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard. Apres analyse de
la variance, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre
les deux groupes de rats obeses est effectuee par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux
a deux. Tous les tests sont réalisés a 1’aide du programme STATISTICA version 8.1
(STATSOFT). Les moyennes indiquées par des lettres differentes (a, b, ¢, d) sont

significativement différentes (P < 0,05).



Résultats et interprétations




Partie in vitro :
Etude physico-chimique de [I’huile
d’argan et évaluation de son activité

antioxydante




Il. Analyse physico-chimique de I’huile :

I.1. Les valeurs des indices physico-chimiques de I’huile d’argan (Tableau 3).

Les résultats de la détermination des indices de densité, de réfraction, d’acide et de
saponification de I’huile d’Argania spinosa donnent des valeurs estimées a 0.909,
1.4695, 1.02 et 194.17 respectivement.

1.2. La composition moyenne en acides gras de I’huile d’argan (Tableau 4).

La composition centésimale des acides gras analysés par CPG, montre que 1’acide
oléique représente 45.01 % de I’huile d’argan. C’est 1’acide gras majoritaire, il est mono-
insaturé et de type oméga-9. Quantitativement, le second acide gras rencontré dans 1’huile
d’argan est 1’acide linoléique ; il est présent a la hauteur de 35.39 %. Cet acide gras
polyinsaturé essentiel est de type oméga-6. Le troisiéme acide gras rencontré dans I’huile
d’argan est 1’acide palmitique. C’est un acide gras saturé ; il est contenu dans I’huile
d’argan dans une proportion de 12.89 %. Ces trois acides gras composent donc a eux seuls
85 a 90 % des acides gras de I’huile d’argan. Parmi les acides gras minoritaires, seul
I’acide stéarique est présent a plus de 4 %. Les autres acides gras ne sont présents qu’a
I’état de traces (moins de 0.5 %). On note la présence d’acide linolénique (oméga-3) avec
des faibles teneurs (0.2%) et I’absence de 1’acide érucique Cy; 1.

I.3. Teneurs en a-tochophérol et polyphénols de I’huile d’argan (Tableau 5).

La détermination de la teneur en vitamine E dans 1’huile d’Argania spinosa sous la
forme o- tocophérol a donné une concentration estimée a 56.34 mg/ kg d’huile.

Nous avons constaté que notre huile contient un taux non négligeable en polyphénols

totaux (52.36 mg/kg).



Tableau 3 : Les valeurs des indices physico-chimiques de I’huile d’argan.

Indices physicochimiques Valeurs
Indice de densité (%) 0.909
Indice de réfraction 1.4695
Indice d’acide 1.02
Indice de saponification 194.17

Tableau 4 : 1a composition moyenne en acides gras de 1’huile d’argan.

Acides gras Teneurs en % d’huile
Acide palmitique Cyg.0 12.89

Acide stéarique Cyg. o 4.83

Acide palmitoléique Cy.1 0.4

Acide oléique C 154 45.01

Acide linoléique C 3., 35.39

Acide linolénique Cig. 5 0.2

Tableau 5 : les teneurs en a-tocophérol et polyphénols de 1’huile d’argan.

Composants Teneurs en mg/kg d’huile

a-tocophérols 56.34
Polyphénols 52.36




V. Activité antioxydante de I’huile d’argan

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de I’huile d’argan a été réalisée par trois
techniques complémentaires: le piégeage du radical libre DPPH, le blanchissement du -
carotéene et la réduction de fer FRAP.

I1.1. Le piégeage du radical libre DPPH (Figures 13-14)

L’activité antioxydante de I’huile d’argan est évaluée par la méthode de piégeage du
radical libre DPPH, dans le but de déterminer la concentration d’inhibition du radical
DPPH la plus faible. Par des dilutions en cascade d’huile d’argan, ainsi que de substance
de référence, 1’acide ascorbique, une gamme de concentrations allant de 50 - 600 pg/ml a
été obtenue. Pour chaque concentration, les densités optiques sont mesurées a 517 nm.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH
restant et la valeur d’1Csp. L’ICsg est la concentration en huile d’argan pour réduire 50%
du radical DPPH. Plus la valeur d’1Csg est petite, plus ’activité antioxydante est grande.

Nos résultats montrent que la concentration IC50 d’huile d’argan est de
212,51+10,18ug/ml par rapport a la vitamine C qui est de 62.01+3,24ug/ml.

I1.2. Le blanchissement du -carotene (Figures 15-16).

Nous avons ¢étudié Dactivité¢ antioxydante d’huile d’argan par le systéme p-
caroténe/acide linoléique, afin d’évaluer la concentration qui présente 1’activité la plus
importante.

Par des dilutions en cascade d’huile d’argan, ainsi que de BHA (substance de
référence), nous obtenions une gamme de concentrations allant 0.1 — 0.7 mg/ml pour
I’huile d’argan. Pour chaque concentration, nous mesurions les densités optiques a 470
nm. Le pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante par le systéme -carotene/acide

linoléique est proportionnel a la concentration. L’huile d’argan inhibe le blanchissement



du B-carotene a des différentes valeurs de concentrations par le piégeage des radicaux
libres. A 0.7 mg/ ml, I’huile d’argan révele une activité inhibitrice de 1’ordre de 55.21%.

Les valeurs IC50 calculées nous ont permis d’évaluer et comparer 1’efficacité d’huile
d’argan par rapport a la substance de référence. Plus la valeur EC50 est petite, plus
I’activité antioxydante a piéger les radicaux libres formés a partir de 1’oxydation d’acide
linoléique est élevée. L’huile d’argan présente une concentration 1C50 égale & 0.51 + 0.02
mg/ ml par rapport au BHA (0.031+ 0.003 mg/ml).

11.3. Réduction de fer (FRAP) (Figure 17)

Nous avons étudié I’activité antioxydante de 1’huile d’argan par la méthode de réduction
de fer. Par des dilutions en cascade de I’huile d’argan, ainsi que la substance de référence,
I’acide ascorbique, nous avons obtenu une gamme de concentrations allant de 0.1- 1
mg/ml. Pour chaque concentration, nous mesurions les densités optiques a 700 nm.

La réduction du fer de I’huile d’argan ainsi que celle de vitamine C augmente avec
I’augmentation de la concentration. Cependant, pour la méme concentration de 1 mg/ml,
I’huile d’argan a montré une capacité a réduire le fer (1.404+0.08nm) inférieur a celle de

I’acide ascorbique (3.31£0.15nm).
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Figure 16 : Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le systéme -caroténe /
acide linoléique d’huile d’argan.
HA : huile d’argan ; BHA : butylhydroxyanisole.
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Figurel7 : Pouvoir réducteur de I’huile d’argan.
VC : vitamine C ; HA : huile d’argan



Partie in vivo :

Effet de I'huile d’argan sur le métabolisme
du glucose, des lipides, des lipoprotéines et

du statut oxydant/antioxydant




. Parameétres biochimiques et hormonaux

I.1. Poids corporel et consommation alimentaire chez les différents lots de rats
(Figure 18 et Tableau Al en Annexe)

Le poids corporel présente des variations significatives entre les différents lots de rats.
En effet, les rats consommant le régime hypergras (RHG) ont un poids sensiblement plus
élevé que celui des rats nourris au régime témoin (RT). Il en est de méme pour les rats
consommant le régime hypergras enrichi en huile d’argan (RHGA) par rapport aux rats
consommant le régime témoin enrichi en huile d’argan (RTA).

L’enrichissement du régime en huile d’argan entraine une réduction significative du
poids corporel chez les rats nourris aux regimes témoin (RTA) et hypergras (RHGA).

La consommation alimentaire quotidienne (exprimée en g/j/rat) est significativement
élevée chez les rats nourris au régime hypergras (RHG) par rapport aux rats témoins (RT).
Par contre, aucune différence n’est notée entre les rats nourris au régime hypergras enrichi
en huile d’argan (RHGA) et rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan (RTA).

L’huile d’argan n’entraine aucune différence significative de la quantité¢ de nourriture
ingérée, chez les rats recevant le régime témoin ou hypergras.

1.2. Teneurs plasmatiques en glucose, insuline et en leptine chez les différents lots
de rats (Figure 19 et Tableau A2 en Annexe)

Les teneurs plasmatiques en glucose, en insuline et en leptine sont significativement
augmentées chez les rats recevant le régime hypergras enrichi ou non en I’huile d’argan
(RHG et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs (RT et RTA).

L’huile d’argan entraine une réduction significative de la glycémie et de I’insuline aussi
bien chez les rats recevant le régime témoin (RTA) que chez les rats recevant le régime
hypergra (RHGA). Par contre, elle n’influence pas les teneurs plasmatiques en leptine

chez les deux groupes de rats.
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Figure 18 : Evolution du poids corporel et de la nourriture ingérée chez les différents lots de
rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n=5. RT : rats nourris au régime témoin ;
RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris au régime
hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan. Aprés
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les
deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au
régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée
par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes
indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 19. Teneurs plasmatiques en glucose, insuline et en leptine chez les différents lots
de rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
Aprés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes
entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats
soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les moyennes indiquees par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).



1.3. Teneurs plasmatiques en protéines, créatinine et en urée (Figure 20 ; Tableau
A3 en Annexes)

Les teneurs plasmatiques en protéines, en créatinine et en urée ne montrent aucune
différence significative chez les quatre groupes de rats étudiés, quelque soit le type de
régime consommeé.

I.4. Teneurs en triglycérides (mg/dl) du plasma et des lipoprotéines chez les
différents lots de rats (Figure 21 et Tableau A4 en Annexe)

Les teneurs en triglycérides au niveau du plasma, des LDL et des VLDL sont
significativement augmentées chez les rats nourris au régime hypergras enrichi ou non en
I’huile d’argan (RHG et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs (RT et RTA). Par
contre, aucune variation n’est notée pour les TG-HDL chez les rats (RHG et RHGA) par
rapport a leurs témoins (RT et RTA).

La consommation de régime enrichi en huile d’argan induit une diminution significative
des taux de TG-VLDL chez les rats (RHGA et RTA). De méme, elle entraine une
réduction significative des taux de TG plasmatiques et TG-LDL chez les RTA. Quand au
TG-HDL, aucune variation n’est notée chez les rats recevant les régimes enrichis en huile

d’argan par rapport a leurs témoins.
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Figure 20 : Teneurs plasmatiques en protéines, en créatinine et en urée chez les différents
lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
Apreés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes
entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats
soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
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Figure 21 : Teneurs en triglycérides du plasma et des lipoprotéines chez les différents lots

de rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan ;
TG : triglycérides ; HDL.: lipoprotéine de haute densité ; LDL: lipoprotéine de basse
densité ; VLDL : lipoprotéine de trés basse densité. Apres vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats soumis
au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au régime hypergras est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



I.5. Teneurs en cholestérol (mg/dl) du plasma et des lipoprotéines chez les
différents lots de rats (Figure 22 et Tableau A5 en Annexe)

Les teneurs en cholestérol du plasma et des différentes fractions lipoprotéiques sont
significativement plus élevées chez les différents groupes consommant les régimes
hypergras (RHG et RHGA) par rapport a leurs homologues témoins (RT et RTA), a
I’exception des teneurs en C-HDL, les rats nourris aux régimes hypergras présentent des
teneurs similaires a celles des rats témoins.

La consommation du régime enrichi en huile d’argan induit une réduction significative
du cholestérol du plasma et des taux de C-LDL aussi bien chez les RTA que chez les
RHGA. En revanche, I’huile d’argan n’influence pas les taux de C-VLDL et C-HDL chez
les rats recevant les régimes témoins et hypergras. Cependant, les rats nourris au régime
hypergras enrichi en huile d’argan (RHGA) présentent des teneurs similaires en CT et C-
LDL a celles des rats témoins (RT).

1.6. Teneurs en cholestérol libre et esters de cholestérol et activité de la lécithine
cholestérol acyle transférase (LCAT) chez les différents lots de rats (Figure 23 et
Tableau A6 en Annexe)

Les teneurs en cholestérol libre sont augmentés de maniére significative chez les rats
soumis aux régimes hypergras (RHG et RHGA) par rapport aux rats témoins (RT et
RTA). En ce qui concerne les taux en esters de cholestérol, aucune différence significative
n'est constatée entre les deux groupes de rats. Cependant, l'activité de la LCAT est
diminuée significativement chez les rats recevant le régime hypergras (RHA et RHGA)
par rapport a leurs ttmoins (RT et RTA).

L’enrichissement des régimes hypergras et témoin en huile d’argan n’entraine aucune
difference significative concernant les teneurs en cholestérol libre, en esters de cholestérol

et en activité de la LCAT.
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Figure 22 : Teneurs en cholestérol du plasma et des lipoprotéines chez les différents lots

de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au regime hypergras enrichi en huile d’argan ;
C : cholestérol ; HDL.: lipoprotéine de haute densité ; LDL: lipoprotéine de basse densité ;
VLDL : lipoprotéine de trés basse densité. Apres vérification de la distribution normale
des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats soumis au
régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée
par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de
classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 23 : Teneurs en cholestérol libre et esters de cholestérol et activité de la Iécithine
cholestérol acyle transférase (LCAT) chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
LCAT : lécithine cholestérol acyle transférase Aprés vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats soumis
au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au régime hypergras est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, ¢) sont significativement différentes (P < 0,05)



1.7. Teneurs en protéines des lipoprotéines (g/l) chez les différents lots de rats
(Figure 24 et Tableau A7 en Annexe)

Une augmentation significative des teneurs en protéines est notée au niveau des VLDL
et LDL chez les rats nourris au régime hypergras enrichi ou non en I’huile d’argan (RHG
et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs (RT et RTA). Par ailleurs, les protéines
des HDL sont significativement diminuées chez les rats (RHG et RHGA) comparés a
leurs témoins (RT et RTA) respectifs.

Les rats soumis aux régimes témoin et hypergras enrichis en huile d’argan (RTA et
RHGA) présentent des valeurs similaires en  protéines des différentes fractions
lipoprotéiques (VLDL, LDL et HDL) par rapport a leurs témoins (RT et RHG).

Il. Parametres tissulaires

I1.1. Poids relatif des organes chez les différents lots de rats (Figure 25 et Tableau
A8 en Annexe)

Le poids relatif des organes (poids de 1’organe/poids du rat x 100) indique 1’évolution
pondérale de 1’organe par rapport a I’organisme. Les poids relatifs du foie et du tissu
adipeux augmentent significativement chez les rats consommant les régimes hypergras
(RHG et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs (RT et RTA). Alors que, celui du
muscle ne présente aucune variation entre ces deux groupes de rats.

La consommation du régime enrichi en huile d’argan entraine une diminution du poids
relatif du tissu adipeux chez les rats soumis aux régimes témoin (RTA) et hypergras
(RHGA). De méme, I’huile d’argan réduit significativement le poids relatif du foie chez
les rats RTA tandis qu’elle ne I’influence pas chez les rats RHGA. Quand au muscle,
aucune différence n’est notée chez les rats recevant le régime témoin ou hypergras enrichi

en huile d’argan comparés a leurs témoins.
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Figure 24. Teneurs en protéines des lipoprotéines chez les différents lots de rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan ;
HDL.: lipoprotéine de haute densité; LDL: lipoprotéine de basse densité; VLDL :
lipoprotéine de tres basse densité. Aprés vérification de la distribution normale des
variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats soumis au régime
témoin et entre les deux groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée par le
test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer
et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes
(a, ¢) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 25. Poids relatif des organes chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
Aprés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes
entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats
soumis au régime hypergras est effectuee par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).



I1.2. Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les différents lots
de rats (Figure 26 et Tableau A9 en Annexe)

Les teneurs en protéines totales du foie et du muscle ne montrent aucune différence
significative chez les quatre groupes de rats étudiés, quelque soit le type de régime donné.

11.3. Teneurs en lipides totaux des organes chez les différents lots de rats (Figure 27
et Tableau A10 en Annexe)

Les teneurs en lipides totaux du foie et du tissu adipeux sont augmentées
significativement chez les différents groupes de rats soumis aux régimes hypergras (RHG
et RHGA) comparés a leurs homologues témoins (RT et RTA). Cependant, les teneurs en
lipides totaux de muscle ne différent pas entre ces deux groupes de rats.

L’huile d’argan diminue significativement les lipides totaux du foie et du tissu adipeux
chez les rats nourris aux régimes témoin et hypergras (RTA et RHGA). Alors qu’au
niveau du muscle, I’huile d’argan n’influence pas les lipides totaux chez ces deux groupes
de rats.

I1.4. Teneurs en cholestérol total des organes des différents lots de rats (Figure 28
et Tableau A1l en Annexe)

Les teneurs en cholestérol du foie et du tissu adipeux sont augmentées significativement
chez les rats recevant le régime hypergras enrichi ou non en huile d’argan (RHG et
RHGA) par rapport a leurs témoins respectifs (RT et RTA). Cependant, les teneurs en
cholestérol du muscle sont similaires chez les rats nourris aux régimes témoin et
hypergras.

L’huile d’argan induit une réduction des teneurs en cholestérol hépatique aussi bien
chez les rats consommant le régime hypergras (RHGA) que chez les rats consommant le
régime témoin (RTA). L’huile d’argan diminue également le cholestérol du tissu adipeux

chez les RTA alors qu’elle n’a pas d’action chez les RHGA.
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Tableau 26. Teneurs en protéines totales des organes chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n=5. RT : rats nourris au régime témoin ;
RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris au régime
hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan. Aprés
veérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les
deux groupes de rats soumis au regime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au
régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée
par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
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Figure 27 : Teneurs en lipides totaux des organes chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n=5. RT : rats nourris au régime témoin ;
RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris au régime
hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan. Aprés
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les
deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au
régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée
par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes
indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 28: Teneurs en cholestérol total des organes des différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n=5. RT : rats nourris au régime témoin ;
RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris au régime
hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan. Aprés
veérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les
deux groupes de rats soumis au regime témoin et entre les deux groupes de rats soumis au
régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée
par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes
indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢) sont significativement différentes (P < 0,05).



Cependant les rats RHGA présentent des teneurs similaires en cholestérol au niveau du
foie et du tissu adipeux a celles des rats RT. Par ailleurs, I’huile d’argan n’influence pas
les teneurs en cholestérol du muscle chez les rats RTA et RHGA.

I1.5. Teneurs en triglycérides des organes des différents lots de rats (Figure 29 et
Tableau A12 en Annexe)

Les triglycérides (TG) du foie et du tissu adipeux sont significativement augmentés chez
les rats soumis aux régimes hypergras (RHG et RHGA) par rapport aux rats nourris aux
régimes témoins (RT et RTA). Cependant, les teneurs en TG musculaires ne varient pas
entre les rats (RHG et RHGA) et leurs témoins (RHG et RHGA).

La consommation du régime enrichi en huile d’argan diminue significativement les
taux des TG au niveau du foie et du tissu adipeux chez les rats (RTA et RHGA). Par
contre, ’huile d’argan n’influence pas les teneurs en TG du muscle chez ces deux groupes
de rats.

I11. Statut oxydant/antioxydant

I11.1. Marqgueurs du statut oxydant chez les différents lots de rats (Figures 30, 31 et
Tableau A13 en Annexe)

Les teneurs plasmatiques et érythrocytaires en malondialdéhyde, en hydroperoxydes et
en protéines carbonylées sont significativement plus élevées chez les rats recevant le
régime hypergras enrichi ou non en huile d’argan (RHG et RHGA) par rapport a leurs
témoins respectifs (RT et RTA).

Au niveau du plasma, I’huile d’argan réduit de maniére significative le taux en
hydroperoxydes chez les rats nourris aux régimes témoin et hypergras (RTA et RHGA).
De méme, I’huile d’argan réduit les teneurs en malondialdehyde chez les rats témoins
(RTA), par contre, elle ne les influence pas chez les rats recevant le régime hypergras

(RHGA).
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Figure 29: Teneurs en triglycérides des organes des différents lots de rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au regime hypergras enrichi en huile d’argan.
Aprés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes
entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats
soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
differentes (P < 0,05).



Au niveau des érythrocytes, 1’huile d’argan réduit les teneurs en malondialdéhyde chez
les rats (RTA et RHGA). De méme, elle diminue significativement le taux en
hydroperoxydes chez les rats RTA, par contre, elle ne les influence pas chez les rats
RHGA.

Les rats recevant le régime hypergras enrichi en huile d’argan (RHGA) présentent des
teneurs plasmatiques et érythrocytaires en malondialdéhyde et en hydroperoxydes
similaires a celles des rats nourris au régime témoin (RT).

L’huile d’argan n’influence pas les teneurs en protéines carbonylées plasmatiques et
érythrocytaires chez les rats RTA et RHGA.

I11.2. Marqueurs de I’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques chez les
différents lots de rats (Figure 32 et Tableau A14 en Annexe)

Les marqueurs de 1’oxydation in vitro des lipoprotéines montrent des modifications a
savoir une augmentation du taux initial et du taux maximal des dienes conjugués et une
diminution du Tlag et du Tmax chez les rats nourris au régime hypergras enrichi ou non
en huile d’argan (RHG et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs (RT et RTA).

La consommation de régime enrichi en huile d’argan entraine une augmentation
significative du Tlag chez les rats nourris aux régimes témoin et hypergras (RTA et
RHGA). De méme, elle induit une augmentation du Tmax chez les rats soumis au régime
témoin (RTA) tandis qu’aucune différence n’est notée chez les rats soumis au régime
hypergras (RHGA).

L’ huile d’argan diminue significativement le taux maximal des dienes conjugués chez
les rats RTA et RHGA. De méme, elle reduit le taux initial des dienes conjugués chez les

RTA, cependant, elle ne I’influence pas chez les RHGA.
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Figure 30: Teneurs plasmatiques en malondialdéhyde, en hydroperoxydes et en
protéines carbonylées chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
MDA : malondialdéhyde ; HP : hydroperoxydes; PC: protéines carbonylées. Apres
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre
les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis
au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
differentes (P < 0,05).
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Figure 31 : Teneurs érythrocytaires en malondialdéhyde, en hydroperoxydes et en

protéines carbonylées chez les différents lots de rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au regime hypergras enrichi en huile d’argan.
MDA : malondialdéhyde ; HP : hydroperoxydes ; PC: protéines carbonylées. Apres
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre
les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis
au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres differentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Figure 32 : Marqueurs de 1’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques chez les

différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan. T
lag : temps correspondant a la durée de la phase de latence ; Tmax : temps nécessaire pour
obtenir 1’oxydation maximale ; DIC ti: dienes conjugués taux initial ; DIC tm : diénes
conjugués taux maximal. Apres verification de la distribution normale des variables, la
comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et
entre les deux groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et
comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquees par des lettres differentes
(a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



111.3. Pouvoir antioxydant total (ORAC) chez les différents lots de rats (Figure 33
et Tableau A15 en Annexe)

La capacité du plasma a absorber les radicaux libres qui représente le pouvoir
antioxydant total (ORAC) est significativement diminuée chez les rats recevant les
régimes hypergras (RHG et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs (RT et RTA).

La consommation de régime enrichi en I’huile d’argan entraine une augmentation non
significative de  I’ORAC chez les rats (RTA et RHGA). Cependant, aucune différence
significative n’est notée entre les RHGA et RT.

I11.4. Teneurs plasmatiques en vitamines A, C et E chez les différents lots de rats
(Figure 34 et Tableau A15 en Annexe)

Les teneurs plasmatiques en vitamines A, C et E ne montrent aucune variation
significative chez les rats soumis aux régimes hypergras (RHG et RHGA) comparés a
leurs témoins (RT et RTA).

L’huile d’argan augmente de maniére significative les teneurs plasmatiques en vitamine
E chez les rats RTA et RHGA, cependant, elle n’influence pas les teneurs plasmatiques en
vitamines A et C chez ces deux groupes de rats.

I11.5. Activités des enzymes érythrocytaires antioxydantes chez les différents lots
de rats (Figure 35 et Tableau A15 en Annexe)

Les enzymes erythrocytaires antioxydantes, la catalase et la superoxyde dismutase
(SOD) sont significativement diminuées chez les rats recevant le régime hypergras enrichi
ou non en huile d’argan comparés a leurs témoins respectifs. Par contre, les activités
enzymatiques antioxydantes de la glutathion peroxydase (GSH-Px) et réductase (GSSG-

Red) ne présentent aucune différence entre ces deux groupes de rats.
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Figure 33 : Pouvoir antioxydant total (ORAC) chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
Aprés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes
entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats
soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Figure 34 : Teneurs plasmatiques en vitamines antioxydantes (A, C, E) chez les différents

lots de rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au regime hypergras enrichi en huile d’argan.
Aprés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes
entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats
soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b) sont significativement différentes
(P <0,05).
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Figure 35 : Activités des enzymes érythrocytaires antioxydantes chez les différents lots de

rats.

Chaque valeur represente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au regime hypergras enrichi en huile d’argan.
SOD : superoxyde dismutase ; GSH-Px : glutathion peroxydase ; GSSG-Red : glutathion
réductase. Apres vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux
groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont
significativement différentes (P < 0,05).



L’huile d’argan provoque une augmentation significative des activités enzymatiques de
la catalase et superoxyde dismutase aussi bien chez les rats recevant le régime témoin, que
chez les rats consommant le régime hypergras. Par contre, elle n’influence pas les
activités enzymatiques de la GSH-Px et GSSG-Red chez ces deux groupes de rats.

I11.6. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie chez les différents lots de
rats (Figures 36, 37 et Tableau A16 en Annexe)

Les marqueurs du statut oxydant au niveau du foie (malondialdéhyde, hydroperoxydes
et protéines carbonylées) sont significativement plus élevés chez les rats consommant le
régime hypergras enrichi ou non en huile d’argan comparés a leurs témoins respectifs.

Les activités enzymatiques antioxydantes de la catalase et la superoxyde dismutase sont
également augmentées chez les rats recevant les régimes hypergras (RHG et RHGA) par
rapport a leurs témoins. Cependant, ces régimes ne modifient pas les activités
antioxydantes de la GSH-Px et GSSG-Red.

L’huile d’argan entraine une réduction de teneurs hépatiques en malondialdéhyde chez
les rats (RTA et RHGA). De méme, elle réduit le taux en hydroperoxydes chez les RTA,
cependant, elle ne I’influence pas chez les RHGA. Aucune différence des teneurs en
protéines carbonylées n’est notée.

Les rats recevant le régime hypergras enrichi en huile d’argan (RHGA) présentent des
teneurs hépatiques en malondialdéhyde et en hydroperoxydes similaires a celles des rats
nourris au régime témoin (RT).

La consommation d’huile d’argan provoque une augmentation significative des activités
antioxydantes de la catalase et la SOD chez les rats (RTA et RHGA), de méme, elle

augmente 1’activité de la GSH-Px chez les RTA.
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Figure 36 : Marqueurs du statut oxydant du foie chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
MDA : malondialdéhyde ; HP : hydroperoxydes; PC: protéines carbonylées. Apres
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre
les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis
au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Figure 37 : Activités des enzymes antioxydantes hépatiques chez les différents lots de
rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
SOD : superoxyde dismutase ; GSH-Px : glutathion peroxydase ; GSSG-Red : glutathion
réductase. Aprés vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux
groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).



Les rats recevant le régime hypergras enrichi en huile d’argan présentent une activité de
la GSH-Px similaire a celle des rats nourris au régime témoin (RT). Par contre, ’huile
d’argan n’influence pas ’activité de la GSSG-Red hépatique.

I11.7. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle chez les différents lots
de rats (Figures 38, 39 et Tableau A17 en Annexe)

Au niveau du tissu musculaire, une augmentation significative des teneurs en
malondialdéhyde, en hydroperoxydes et en protéines carbonylées chez les rats recevant le
régime hypergras (RHG et RHGA) comparés a leurs témoins homologues (RT et RTA).

Les activités enzymatiques de la catalase et la SOD sont également augmentées chez
les rats recevant le régime hypergras comparés a leurs témoins. Cependant, le régime
hypergras n’influence pas les activités de la GSH-Px et GSSG-Red.

L’huile d’argan entraine une diminution des teneurs musculaires en malondialdéhyde
et en hydroperoxydes seulement chez les rats nourris au régime témoin, cependant, elle ne
les influence pas chez les rats nourris au régime hypergras. De méme, le régime enrichi en
huile d’argan n’influence pas sur les taux des protéines carbonylées chez les rats (RTA et
RHGA).

On note des teneurs similaires en malondialdéhyde musculaire entre les rats RHGA et
TR.

Le régime enrichi en huile d’argan augmente 1’activité de la catalase musculaire chez
les rats (RTA et RHGA), de méme, il augmente les activités antioxydantes de la SOD et
la GSH-Px chez les RTA. Cependant, il n’influence pas I’activité de la GSSG-Red

musculaire.
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Figure 38 : Marqueurs du statut oxydant du muscle chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
MDA : malondialdéhyde ; HP : hydroperoxydes; PC: protéines carbonylées. Apres
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre
les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis
au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Figure 39 : Activités des enzymes antioxydantes du muscle chez les différents lots de
rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
SOD : superoxyde dismutase ; GSH-Px : glutathion peroxydase ; GSSG-Red : glutathion
réductase. Apres vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux
groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).



I11.8. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu adipeux chez les
différents lots de rat (Figures 40, 41 et Tableau A18 en Annexe)

Les teneurs adipocytaires en malondialdehyde et en hydroperoxydes sont
significativement augmentées chez les rats soumis aux régimes hypergras (RHG et
RHGA) par rapport aux témoins (RT et RTA). Cependant, les teneurs en protéines
carbonylées restent similaires entre les deux groupes.

Les activités enzymatiques de la catalase et la SOD sont augmentées chez les rats
(RHG et RHGA) comparés a leurs homologues témoins (RT et RTA). Aucune variation
n’est observée pour les activités antioxydantes de la GSH-Px et GSSG-Red entre ces deux
groupes de rats.

La consommation d’huile d’argan entraine une diminution des taux en hydropéroxydes
aussi bien chez les RTA que chez les RHGA. De méme, elle diminue les teneurs en MDA
chez les RTA. Cependant, elle n’influence pas les teneurs en protéines carbonylées chez
ces groupes de rats. On note des teneurs adipocytaires similaires en malondialdéhyde et en
hydroperoxydes chez les rats (RHGA et RT).

La consommation du régime enrichi en huile d’argan augmente ’activité antioxydante
de la SOD chez rats RTA. Cependant, elle n’a aucune influence chez les RHGA ainsi que
sur les activités antioxydantes de la catalase, la GSH-Px et GSSG-Red chez les RTA et

RHGA.
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Figure 40 : Marqueurs du statut oxydant du tissu adipeux chez les différents lots de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
MDA : malondialdehyde; HP : hydroperoxydes; PC: protéines carbonylées. Apres
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre
les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux groupes de rats soumis
au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Figure 41 : Activités des enzymes antioxydantes du tissu adipeux chez les différents lots
de rats.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris au régime
témoin ; RTA : rats nourris au régime témoin enrichi en huile d’argan ; RHG : rats nourris
au régime hypergras; RHGA : rats nourris au régime hypergras enrichi en huile d’argan.
SOD : superoxyde dismutase ; GSH-Px : glutathion peroxydase ; GSSG-Red : glutathion
réductase. Apres vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats soumis au régime témoin et entre les deux
groupes de rats soumis au régime hypergras est effectuée par le test ANOVA a un facteur.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).



Discussion générale




L'obésité est une maladie chronique d'origine multifactorielle qui se développe par
I'interaction des facteurs sociaux, comportementaux, psychologiques, métaboliques,
cellulaires et moléculaires (Ferndndez-Sanchez et al., 2011). Elle est étroitement
associée a l'insulinorésistance, au diabéte non insulinodépendant (DNID), a la stéatose
hépatiqgue non alcoolique, aux maladies cardiovasculaires (MCV) et a d'autres
manifestations correspondants au syndrome métabolique (Huda et al., 2010).

Les modéles animaux sont nécessaires pour mieux comprendre la pathologie de
I’obésité et pour étudier les effets de traitements potentiels sur cette maladie. Le rat est un
modéle animal fréquemment utilisé dans les études du métabolisme des lipides et des
glucides en réponse aux changements de régime alimentaire. En effet, il se révéle
particulierement adéquat dans les études de I’insulinorésistance, du syndrome métabolique
et des MCV associées a I’obésité (Dobrian et al., 2001)

Chez I’animal expérimental (le rongeur en général), les régimes a base de graisse
animale sont souvent utilisés pour induire I’obésité. En effet, on retrouve grace a ces
régimes les perturbations métaboliques décrites dans I’obésité humaine. L’augmentation
du gain de poids avec 1’administration de ces régimes est principalement caractérisée par
une forte augmentation du tissu adipeux, une insulinorésistance, une intolérance au
glucose et des taux de leptine, de cholestérol et des triglycérides plasmatiques élevés (Li
et al., 2008 ; Madsen et al., 2010). Aussi, il a été constaté que I’accumulation de graisse
au niveau du tissu adipeux conduit a I’induction d’un stress oxydant systémique
(Furukawa et al., 2004)

Par ailleurs, un intérét croissant a été porté a ’huile d’argan. Des preuves scientifiques
déduites a partir des études expérimentales que la consommation de I'huile d'argan peut
réduire le risque cardiovasculaire a travers un mécanisme biologique passant par des

actions sur la pression artérielle, les lipides plasmatiques et le statut antioxydant (Cherki



et al., 2005 ; Drissi et al., 2004). Par conséquent, I'huile d'argan pourrait étre utilisée dans
un cadre de prévention nutritionnelle pour prévenir la progression des MCV (Berrougui
et al., 2006 ; Sour et al., 2012 ; Haimeur et al., 2013).

Afin de compléter les recherches réalisées chez ’homme, nous avons utilisé un model
animal d’obésité nutritionnelle pour tester 1’effet de I’huile d’argan sur les principales
altérations du métabolisme (dyslipidémie et statut oxydatif) qu’engendre 1’obésité
nutritionnelle chez le rat Wistar.

Il s’agit en premier lieu de déterminer la composition physico-chimique de I’huile
d’argan (Argania spinosa), extraite d’une maniére traditionnelle dans la région de Tindouf
et d’évaluer son activité antioxydante (DPPH, FRAP, -carotéene).

En effet, notre huile est extraite selon un procédé artisanal qui reste encore
essentiellement prépondérant, malgré une récente introduction de mécanisation. Ce
proceédé est fastidieux et requiert 8 a 10 heures de travail pour extraire un litre d’huile.
L'huile préparée traditionnellement est généralement ensuite versée dans des bouteilles en
plastique usagées et elle est utilisée dans un délai de deux mois. La mécanisation récente
du procedé traditionnel a concerné les opérations de torréfaction et de broyage des
amandes torréfices, le pressage de la pate dans les presses a cage et la filtration de I’huile.
Dans certains cas le rendement d'extraction a été augmenté de 50 % par rapport a la
méthode artisanale qui dépasse rarement les 30 % (Charrouf et al., 2002).

Notre huile extraite a partir des amandes d’Argania spinosa est de couleur jaune avec un
leger godt de noisette. Mountasser et Elhadek (1999) ont montré que le traitement
thermique (la torréfaction) a un effet sur la qualité organoleptique a savoir le gott, I’odeur
et la saveur de I’huile extraite. L’intérét principal des analyses des indices physico-
chimiques réside dans 1’identification d’huile d’argan a travers ses propriétés physico-

chimiques. La provenance géographique des échantillons notamment le facteur climatique,



la technique retenue pour le dépulpage des fruits et la méthode de préparation de I’huile
peuvent avoir une légére répercussion sur certaines de ses caractéristiques physico-
chimiques (Hilali et al., 2005 ; Gharby et al., 2011).

Les résultats de la détermination des indices de densité, de réfraction, d’acide et de
saponification de I’huile d’argan donnent des valeurs estimées a 0.909, 1.4695, 1.02 et
194.17 respectivement. Ces résultats se rapprochent avec ceux obtenus sur ’huile d’argan
Algérienne (Belarbi-Benmahdi et al., 2009) et Marocaine (Hilali et al.,2005).

Nous avons constaté que nos résultats sont conformes a la norme marocaine qui a fixé
des intervalles allant de 0.906-0.919, 1.463-1.472, < 2.5 et 189.0-199.1 pour les indices
de densité, de réfraction, d’acide et de saponification respectivement de 1’huile d’argan
(SNIMA, 2003). Nous avons aussi constaté que I’huile d’argan se rapproche par ces
indices avec I’huile d’olive et I’huile d’arachide (Sundaram et al., 2010 ; Gharby et al.,
2011).

L’indice de densité est considéré comme un critére physique qui permet le controle de la
pureté de I’huile extraite. L’indice de réfraction qui est également un critére important de
pureté de 1’huile est proportionnel au poids moléculaire des acides gras. II augmente de
facon intéressante selon le degré d’insaturation des lipides et peut nous donner une idée
sur la prédominance d’un tel acide gras insaturé dans [’huile.

L’acidité libre permet a la fois la classification des huiles, et le renseignement sur leur
¢tat d’altération, on peut dire que notre huile est pure puisque son indice d’acide est
inférieur & 1.5. FEtant donné que dans I’huile d’argan, les acides gras naturels sont
essentiellement présents sous forme de triglycérides 98-99% (Rahmani, 2005).
L’hydrolyse de ces derniers libere les acides gras, donc leur dosage permet d’avoir une
idée sur I’état d’avancement de la dégradation de I’huile. Les huiles d’argan extraites

mécaniquement a partir des amandons torréfiés ou non torréfiés représentent un taux



d’acidité sensiblement faible par rapport a celles extraites artisanalement (Charrouf et al.,
1997; Gharby et al., 2011). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que 1’eau catalyse
I’hydrolyse des triglycérides et donc entraine une augmentation de ’acidité (Hilali et al.,
2005).

L’indice de saponification renseigne de la longueur de la chaine carbonée des acides
gras qui constituent les triglycérides, il est d’autant plus élevé que la chaine des acides
gras est courte. Selon Gharby et al. (2011), les parametres qui donnent une idée sur la
structure de I’huile d’argan (I’indice d’iode et I’indice de saponification) ne sont pas
influencés ni par 1’origine géographique ni par le mode d’extraction.

1l ressort de [’analyse des indices physico-chimiques de [’huile d’argan que c’est une
huile pure, fine, non siccative et riches en acides gras insaturés de chaine moyenne Cig
notamment /’acide oléique, ainsi qu’elle ressemble aux huiles d’olive et d’arachide.

L’étude de la composition de 1’huile d’argan en acides gras montre que ces derniers
sont a plus de 80 % de type oléique - linoléique avec des taux respectifs de 45.01 % et
35.39 %. On note la présence d’acide linolénique a faible teneur (0.2%). Concernant les
acides gras saturés (AGS), l’analyse révele la prédominance de I’acide palmitique
(12.89%) et stéarique (4.83%). Nos résultats concordent avec ceux obtenus sur I’huile
d’argan Algérienne (Belarbi-Benmahdi et al., 2009 ; Yousfi et al., 2009 ; Errouane et
al., 2015 ; Kouidri et al., 2015) et Marocaine (Hilali et al., 2007 ; El Monfalouti et al.,
2010 ; Gharbyetal., 2011 ; Rueda et al., 2014). Ces résultats peuvent étre expliqués par
le faite que le mode d’extraction et 1’origine géographique n’ont pas d’influence sur la
composition en acides gras d’huile d’argan (Hilali et al., 2005; Gharby et al., 2011).

La composition en acides gras de I’huile d’argan est différente de celle de I’huile

d’olive qui renferme 75 % d’acide oléique (Charrouf et Guillaume, 2010), des huiles de



tournesol, de colza et de palme. Par contre, elle se rapproche a celle de 1’huile d’arachide
(par sa teneur en acides gras insaturés : 80%) (Lecerf, 2011 ; Sundaram et al., 2010).

On constate que 1’huile d’argan est constituée essentiellement par des acides gras de
chaine moyenne Cy5 et C 15 ce qui confére a I’huile une viscosité et une bonne fluidité. La
teneur €élevée en acide oléique de I’huile d’argan la rend particuliérement intéressante dans
la régulation de cholestérol. L’acide linoléique est représenté dans ’huile analysée avec
des teneurs dépassant les 2 % ce qui permet de la classer parmi les huiles végétales
d’assaisonnement non siccatives (Bruneton, 1999). L’absence de I’acide érucique Cyz; 1
fait de I’huile d’argan une huile comestible non toxique. Du fait de sa richesse en acides
gras insaturés, I’huile d’argan est sujette a I’oxydation (Gharby et al., 2011).

Toutefois, il est a noter que I’huile d’argan n’est pas une bonne source d’acides gras de
la série oméga-3 dont le role protecteur contre les MCV est bien établi (Mozaffarian et
Grimm, 2006 ; Poudyal et al., 2011). L’huile d’argan ne contient d’acides gras oméga-3
que sous la seule forme d’acide linolénique (Cig 3 n-3), Présent a une teneur négligeable
(0.2%). Les autres acides gras de cette série, ’EPA (acide eicosapentaénoique ; Czo:5n-3) €t
le DHA (acide docosahexénaique ; Cy; 6 n-3) sont totalement absents dans 1’huile d’argan.
Pour une alimentation équilibrée, le rapport des acides gras oméga-6/ oméga-3 doit étre
voisin de 4 et inférieur a 10. Ainsi, une alimentation a base d’huile d’argan devrait étre
complémentaire par un apport d’ acides gras omega-3 sous forme soit d’huiles végétales
apportant I’acide linolénique (I’huile de noix ou de colza) soit d’huiles de poissons riches
en EPA et en DHA (Rahmani, 2005).

L’analyse chromatographique de la composition de [’huile d’argan en acides gras vient
confirmer les résultats de [’étude physico-chimique, [’huile d’argan est une huile de type
oléique-linoleique qui renferme les acides gras de chaines moyennes. Elle est destinée a

[’assaisonnement et classée parmi les huiles végétales comestibles non siccatives.



La fraction insaponifiable d’un corps gras correspond a I’ensemble de ses constituants
qui, apreés hydrolyse basique (saponification a 1’aide de la potasse alcoolique ou aqueuse),
sont trés peu solubles dans I’eau et solubles dans les graisses. Généralement
I’insaponifiable des huiles contient des molécules de hauts poids moléculaires, non
volatiles et qui sont faiblement solubles dans les solvants aqueux (Khallouki et al., 2003).
La fraction insaponifiable ne dépasse pas 1.1% de I'huile d’argan. Il est cependant
hautement probable que ses composés soient responsables de certaines de ses propriétés
pharmacologiques (Adlouni, 2010). Elle est caractérisée par une composition riche en
antioxydants tels que les polyphénols, et plus particulierement les tocophérols (Khallouki
et al., 2003).

La détermination de la teneur en vitamine E dans 1’huile d’Argania spinosa sous la
forme a- tocophérol a donné une concentration estimée a 56.34 mg/ kg d’huile. Cette
derniére se rapproche de celle trouvée par Hilali et al. (2005) ; Khallouki et al. (2003);
Marfil et al. (2011) et Erouan et al. (2015).

L’huile d’argan est remarquablement riche en tocophérols, elle contient de 600 a 900
mg/kg d’huile. Cette valeur est plus élevée comparée a la teneur en tocophérols de 1’huile
d’olive (300 mg/kg) (Hilali et al., 2005; Charrouf et Guillaume, 2010). Cependant, en
comparant la teneur en a-tocophérol au niveau de I’huile d’argan avec d’autres huiles
végétales comestibles, on constate qu’elle est faiblement présentée par rapport a 1’huile
d’olive (190 mg/ kg) (Khallouki et al., 2003). Cela peut étre expliqué par le fait que le y-
tocophérol représente I’isomére majoritaire de 1’ensemble des tocophérols chez 1’huile
d’argan (Khallouki et al., 2003).

Les quatre principaux tocophérols isolés de I’huile d’argan sont : a-tocophérol (3.5%),
le B- tocophérol (0.2%), le y- tocophérol (85.1%), et le 8- tocopherol (7.8%) (Khallouki et

al., 2003; Marfil et al., 2011 ; Erouan et al., 2015). Ceci montre que 1’huile d’argan est



riche en y- tocophérol. Cette donnée conjuguée a sa faible teneur en acide linolénique, trés
sensible a ’oxydation, lui confere une grande stabilité pendant la conservation et les
traitements culinaires (Charrouf et Guillaume, 2008; Adlouni, 2010).

Les composés phénoliques sont les métabolites secondaires les plus couramment
trouvés dans les aliments d’origine végétale (Joseph et al., 2007). De nombreux travaux
attribuent aux polyphénols un effet bénéfique sur la santé (Zheng et al., 2010 ; Del Rio et
al., 2010 ; Visioli et al., 2011). Nous avons constaté que notre huile contient un taux non
négligeable en polyphénols totaux (52.36 mg/kg). Selon Chimi (1988) le dosage
spectrophotométrique des polyphénols totaux d’huile d’argan a révélé une teneur estimée
a 56.2 mg/ Kg ce qui est comparable avec notre résultat. Seiquer et al. (2015) ont trouvé
taux de 22.28 mg/kg. Par contre, Khallouki et al. (2005) ont trouvé une concentration
nettement plus faible estimée a 5mg / kg.

La comparaison de la teneur en polyphénols totaux au niveau de 1’huile d’argan avec
celle de I’huile d’olive montre que cette dernicre est fortement riche en polyphénols
(Chimi, 1988 ; Seiquer et al., 2015). Bien que I’huile d’argan est faiblement présentée
par les polyphénols, ces derniers restent néanmoins intéressants grace a leurs structures
chimiques, ainsi que leur role de protection contre I’oxydation, qui lui conférent une
bonne conservation (Khallouki et al., 2003 ; Berrougui et al., 2006). Il semble que la
majorité des polyphénols contenus dans les amondons restent dans le tourteau et que la
torréfaction a une grande influence sur leur présence dans 1’huile (Rojas et al., 2005).

Les propriétés pharmacologiques de I'huile d'argan sont généralement attribuées a son
profil en acides gras (oléique-linoléique) et ces composés antioxydants mineurs
(tocophérols, polyphénols et stérols) (Cherki et al., 2005 ; Drissi et al., 2004 ;Khallouki
et al., 2005). Par ailleurs et afin de valoriser ces composés in vitro, nous avons évalué

l'activité antioxydante de I’huile d’argan par trois techniques spectrophotométriques ; la



capacité de piégeage du radical libre DPPH, la puissance de réduction du fer et le
pourcentage d’inhibition du blanchiment du B-carotene.

La technique du DPPH met en évidence si les composés phénoliques ont pu libérer un
électron de leur groupe hydroxyle et pieger le radical DPPH en fonction des différentes
concentrations (Maisuthisakul et al., 2007). Le pouvoir antioxydant de réduction ferrique
(FRAP) mesure la capacité réductrice des antioxydants contre les effets oxydatifs des
espéces réactives de l'oxygene. Ce dosage est basé sur la capacité des antioxydants a
réduire la forme ferrique (Fe®") & la forme ferreux (Fe®*) (Chung et al., 2002; Giilcin et
al., 2010). La méthode d’évaluation de I’activité antioxydante par la décoloration du B-
caroténe est une méthode spectrophotométrique qui permet de suivre, a 470 nm, la
décoloration du B-carotene (Moure et al., 2000). Le B-carotene subit une décoloration
rapide en ’absence d’un antioxydant qui aboutit & une réduction de ’absorbance de la
solution d’essai avec le temps de réaction (Khadri et al., 2008), cela est di a 1’acide
linoléique qui produit des hydroperoxydes pendant son incubation a 50°C (Kubola et
Siriamornpun, 2008), ces derniers attaquent les insaturations du [-caroténe, et en
conséquence, la couleur caractéristique de ce dernier disparait (Khadri et al., 2008). Cette
méthode nous permet donc de voir la capacité des antioxydants présents dans le mélange
réactionnel a stabiliser les hydroperoxydes lipidiques et par conséquence voir s’ils sont
aptes a prévenir I’oxydation lipidique.

Nos résultats montrent que 1’huile d’argan révele un pouvoir antioxydant important
dans le piégeage du radical DPPH, la concentration ICsy d’huile d’argan est de
212,51+£10,18ug/ml comparée a la vitamine C (62.01+3,24ug/ml), ce qui reflete la
présence des composeés qui peuvent réduire le radical DPPH. De méme, Nous avons
constaté que 1’huile d’argan a une forte activité de réduire le fer a faible concentration

mais qui reste toujours inférieur a celle de I’acide ascorbique (antioxydant de référence).



Ainsi, I’huile d’argan inhibe le blanchissement du p-carotene & des différentes
concentrations par le piégeage des radicaux libres, elle présente une valeur d’ICsy égale a
0.51 £ 0.02 mg/ ml par rapport au BHA (0.031+ 0.003 mg/ml).

Marfil et al. (2011) montrent que 1’activité antioxydante de I’huile d’argan évaluée par
la méthode de DPPH et FRAP, est comparable a celle de I’huile d’olive utilisant les
mémes techniques.

Une étude récente de Seiquer et al. (2015) sur la biodisponibilité des polyphénols et les
propriétés antioxydante d’huile d’argan par rapport a I’huile d’olive, montre une
augmentation de la fraction phénolique biodisponible d’huile d’argan et de son activité
antioxydante (DPPH et FRAP) aprés la digestion in vitro, en comparaison avec 1’huile
d’olive. Néanmoins, la fraction phénolique biodisponible et I’activité antioxydante d’huile
d’olive restent plus élevées par rapport a I’huile d’argan, en raison de la grande
différence initiale.

Les résultats obtenus par ces trois systémes montrent que 1’huile d’argan posséde une
activité antioxydante importante, ceci est due principalement aux différents composes
mineurs de I’huile d’argan (polyphénols, stérols, tocophérols, et saponines) (Cherki et al.,
2005 ; Khallouki et al., 2003; Marfil et al, 2011). Plusieurs propriétés
pharmacologiques de I’huile d’argan sont attribuées a sa fraction insaponifiable malgré sa
faible teneur (Drissi et al., 2004 ; Berrougui et al., 2006). En plus, ces composés
exercent des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques dans des lignées cellulaires
cancéreuses prostatiques (Bennani et al., 2007; Drissi et al., 2006). Les antioxydants
présents dans 1’huile d'argan (Russo, 2009) sont censes prévenir ou retarder I'apparition
des especes réactives de I'oxygene (ERO) (Pauly et al., 2006).

Une grande partie de la littérature réfere aux composes phénoliques un effet antioxydant

direct, qui agissent comme des piégeurs des ERO gréace a la capacité de leur groupe



hydroxyle de donner I’hydrogéne (Rice-Evans et al., 1996; Okawa et al., 2001; Galati et
O'Brien, 2004). Les polyphénols présents dans les huiles sont des molécules bioactives
qui ont une activité antioxydante. Ils sont principalement responsables de la prévention
contre l'auto-oxydation des acides gras insaturés, ce qui augmente la durée de vie de ces
huiles. Plusieurs études ont souligné des corrélations entre les groupements hydroxyles
des composeés phénoliques et l'activité antioxydante (Ayadi et al., 2009; Guevara-
Figueroa et al., 2010).

Plusieurs études ont prouvé que la capacité antioxydante des composés phénoliques est
due a leurs propriétés redox, en plus de leurs potentiels chélateur des ions métalliques pro-
oxydantes et leurs capacités de protection de ces systemes de défenses antioxyadants
(Harborne et Williams, 2000 ; Atmani et al., 2009). En plus, Deba et ces collaborateurs
(2008) suggerent que I’activité antioxydante des polyphénols réside dans le fait que ces
derniers ont la capacité¢ de donner des atomes d’hydrogéne aux radicaux libres issus de
I’oxydation de 1’acide linoléique et, par conséquent, stoppent 1’attaque de ces radicaux sur
le B-carotene.

Les tocophérols sont des molécules a fort pouvoir antioxydant. Le y-tocophérol est
considéré comme un puissant antioxydant, il agit non seulement comme un antioxydant
efficace, lipophile et piégeur de radicaux libres (Reboul et al., 2007; Charrouf et
Guillaume, 2008), mais aussi stabilise les membranes cellulaires (Caligiani et al., 2010).
Les deux a et B-tocophérols, ont également été démontré pour protéger contre les
dommages cellulaires aprés une exposition aux rayons ultraviolets (Bohm et al., 1998).
L’a-tocophérol possede a la fois un pouvoir vitaminique et des propriétés antioxydantes
(Khallouki et al., 2003).

Selon les résultats dans la présente étude in vitro, on peut conclure que notre huile

d’argan possede une activité antioxydante importante. Diverses études ont montré que les



tocophérols, les phytostérols et les polyphénols exercent des effets bénéfiques.
Connaissant la composition chimique intéressante de [’huile d’argan riche en acides gras
insaturés et en composés mineurs, nous pouvons considérer que ces molécules peuvent
contribuer, seules ou en synergie, a l’effet antioxydant de [’huile d’argan. Ces résultats
sont intéressants et encourageants, en outre ils ne peuvent étre confirmés que par des tests
biologiques in vivo.

La deuxi¢me partie est consacrée a 1’étude nutritionnelle visant la détermination des
effets d’un enrichissement de deux régimes, témoin et hypergras, en huile d’argan
administrée a des rats Wistar males agés de 2 mois et pendant un mois, sur quelques
paramétres du métabolisme glucidique, lipidique, hormonale et protéique.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’é¢tude nutritionnelle visant la détermination des
effets d’un enrichissement de deux régimes, témoin et hypergras, en huile d’argan
(substitution de I’huile de mais par I’huile d’argan) administrée a des rats Wistar males
agés de 2 mois et pendant un mois, sur quelques paramétres du métabolisme glucidique,
lipidique, hormonale et protéique.

Apres la consommation du régime hypergras (riche en graisse animale 17% et en
cholestérol 1%), une prise de poids considérable est notée chez tous les rats soumis a ce
régime (RHG et RHGA) comparée a leurs témoins (RT et RTA). Cette prise de poids peut
résulter d’une augmentation de la ration alimentaire quotidienne et de la consommation
d’aliments a haute densité énergétique (462.6 Kcal/ 100g de régime) par rapport aux rats
nourris au régime témoin (386.2 Kcal/ 100g). Il est bien établi qu’une alimentation a haute
densité énergétique, riche en graisse augmente le poids corporel (Golay, 1998). En effet,
les lipides sont les déterminants majeurs de la densité calorique de la consommation
alimentaire et ceci en raison de leur faible effet sur la satiété et également parce qu’ils

fournissent au gramme plus de calories que les glucides (Lecerf, 2008). D’aprés Ailhaud



(2008), une forte alimentation riche en graisses favorise le développement de 1’obésité
avec une corrélation directe entre la ration lipidique et le degré d’obésité.

L’augmentation du poids chez les rats nourris au régime hypergras enrichi ou non en
huile d’argan s’accompagne d’une augmentation du poids du tissu adipeux et son
enrichissement en lipides comparés a leurs témoins respectifs, confirmant ainsi les
propriétés obésogenes du régime hypergras. En effet, nos résultats sont en accords avec
ceux de Milagro et al. (2006) qui confirment que chez le rat Wistar, la consommation d’un
régime hyperlipidique et hypercalorique pendant deux mois augmente la prise alimentaire,
le poids corporel et induit une accumulation des lipides dans le tissu adipeux.

L’accumulation de graisses viscérales est un marqueur important de la dysfonction du
tissu adipeux (Després et Lemieux, 2006 ; Gauvreau et al., 2011), elle est due a une
incapacité a faire face a un excés d’apport alimentaire (Basdevant, 2006). L’augmentation
du poids du foie chez les rats nourris au régime hypergras est le résultat direct de son
enrichissement en graisses en conséquence a |’élévation des apports nutritionnels
lipidiques et caloriques. Le contenu du foie en lipides est I’un des meilleurs marqueurs de
I’insulinorésistance. Une lipogenése hépatique accrue pourrait participer au
développement de la stéatose hépatique (Yang et al., 2010).

Nos résultats montrent une réduction significative du poids corporel chez les rats
recevant le régime témoin enrichi en huile d’argan (59/100g/ jour) et hypergras enrichi en
huile d’argan (3g/100g/ jour), et ceci malgré que la diminution de la prise alimentaire
n’était pas significative par rapport a leurs témoins (RT et RHG). Ces résultats soulignent
I’effet bénéfique de I’huile d’argan, et concordent avec ceux de Berrougui et al. (2003) qui
montrent qu’un régime a base d’huile d’argan (1mI/100g/ jour) pendant sept semaines,
entraine une diminution significative du poids corporel chez les rats (Meriones shawi)

nourris au régime hyperlipidique.



De nombreuses études ont mis 1’accent sur I’efficacité de la consommation du régime
méditerranéen dont la principale source de lipides est I’huile d’olive par rapport a d’autres
régimes alimentaires dans la réduction du poids corporel (Shai et al., 2008 ; Schwartz et
al., 2008). En effet, ces auteurs ont montré que I’acide oléique, dont 1’huile d’olive est
particuliérement riche, aurait pour effet de déclencher dans 1’organisme les signaux de
satiété. En I’injectant, directement dans I’intestin gréle des rats, 1’acide oléique augmente
la production d’oléoyléthanolamide (OEA), en activant les peroxisome proliferator-
activated receptors-o. (PPAR-a), et qui par conséquent peut diminuer I’appétit et prévenir
la prise de poids (Schwartz et al., 2008).

Saidpour et al. (2011) ont montré que les rats Wistar consommant des régimes
hypergras enrichis en AGMI présentent une réduction significative du poids corporel, et
ces changements sont associés a une diminution des teneurs plasmatiques en insuline et
une ameélioration de la sensibilité a I’insuline.

Chez les rats consommant 1’huile d’argan (RTA et RHGA), la diminution du poids
corporel s’accompagne également d’une diminution du poids du tissu adipeux et son
appauvrissement en lipides. L huile d’argan entraine également une réduction du poids du
foie chez les rats recevant le régime témoin (RTA). De plus, le poids du foie ne différe pas
entre les rats recevant le régime hypergras enrichi en huile d’argan (RHGA) et les rats
témoins (RT). Ces résultats peuvent s’expliquer par I’augmentation de la 3-oxydation et la
diminution de la lipogenese au sein du tissu adipeux.

Aussi, la diminution des teneurs en lipides totaux du foie et du tissu adipeux suggere que 1’huile
d’argan peut prévenir la stéatose hépatique en réduisant le taux des lipides hépatiques. Plusieurs
auteurs ont mis I’accent sur le role potentiel des AGMI dans la réduction de I’accumulation des
lipides dans les tissus (Siri-Tarino et al., 2010; Li et al., 2009). En effet, Hussein et ces

collaborateurs (2007) montrent que la consommation de régime enrichi en huile d’olive diminue



I’accumulation de triglycérides hépatiques et prévient I’apparition de la stéatose hépatique induite
par I’alimentation.

L’augmentation du poids chez les rats recevant le régime hypergras enrichi ou non en
huile d’argan est associée a une hyperglycémie, un hyperinsulinisme et une
hyperleptinémie par rapport & leurs témoins. En effet, il a été déemontré que le régime
alimentaire riche en matieres grasses, en particulier lorsque celle-ci est chronique induit
une élévation du taux plasmatique de glucose, une diminution de la tolérance au glucose et
une résistance a I’insuline (Goossens, 2008). De nombreux travaux rapportent que
I’obésité s’accompagne de troubles de ’homéostasie glucidique (Leonetti et al., 2012 ;
Hu et al., 2003).

Dans notre étude, le régime hypergras induit une insulinorésistance chez les rats obeses
montrant un hyperinsulinisme et une hyperglycémie comparés aux rats témoins. La
résistance a I’insuline désigne une réduction de I’efficacité gluco-régulatrice de I’insuline.
Le role physiologique de cette hormone anabolique est de contréler 1’homéostasie
énergétique et le métabolisme des glucides dans les différents tissus. De plus, elle joue un
role dans la synthése et I’entreposage des lipides, la synthése des protéines, la croissance
cellulaire, et la prolifération et la différentiation cellulaire (Muniyappa et al., 2007).

Il semble que des altérations signalétiques, en aval du récepteur de 1’insuline, soient a
I'origine de l'insulinorésistance dans 1’étiologie de 1’obésité. La phosphorylation d’un ou
plusieurs des sites sérine/thyrosine du récepteur de I’insuline (IRS-1) auraient plusieurs
conséquences. D une fagon générale, ces phosphorylations sont associées a une inhibition
des fonctions de IRS-1, en entrainant une diminution de la phosphorylation d’IRS-1 sur
les résidus tyrosine, une diminution de la liaison de la PI3-K (Phosphatidyl Inositol 3-
Kinase) a IRS-1, une inhibition de ’activité tyrosine kinase du récepteur de 1’insuline

et/ou une dégradation de IRS-1 par les protéasomes (Zeyda et Stulnig, 2009).



Les dérivés lipidiques générés lors d’un exces d’énergie, peuvent perturber la voie de
signalisation de I’insuline et favoriser 1’insulinorésistance en agissant sur différents acteurs
moléculaires. Ainsi, les céramides sont connues pour inhiber la P13-K qui altere alors le
transport de glucose induit par ’insuline (Straczkowski et Kowalska, 2008). Des études
récentes ont montré que la production de certaines adipokines était affectée en cas
d’obésité. 11 s’agit, en particulier, de la leptine, du TNF-a, de I’'IL-6, de 1’adiponectine et
de la résistine (Ribot et al., 2008 ; German et al., 2010 ; Figueroa et Agil, 2011).

L’hyperleptinémie est secondaire a I’accumulation du tissu adipeux, puisque la leptine
est sécrétée par les cellules adipeuses de fagon proportionnelles a la masse grasse (Bravo
et al., 2006). Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de plusieurs auteurs
(Milaneschi et al., 2012 ; Savini et al., 2013). Cependant, I’hyperleptinémie n’entraine
pas une réduction de la prise alimentaire chez les rats soumis au régime hypergras, ces
observations peuvent s’expliquer par le développement d’une résistance a la leptine chez
ces rats (Chai et al., 2014). Chez I’homme, 1’obésité est caractérisée par des taux élevés
de leptine circulante : en dépit de ces concentrations importantes qui devraient réduire la
prise alimentaire, les individus sont résistants a I’action de la leptine et leur masse
corporelle reste élevée (Westerterp-Plantenga et al., 2001). Les sujets obéeses ont une
insulinorésistance avec des taux ¢€levés de leptine et d’insuline. L’échec de la leptine de
réussir ’homéostasie métabolique et 1’équilibre énergétique, malgré les taux circulants
éleves, suppose un état de sensibilité diminuée a la leptine. Cette résistance est considérée
comme le résultat de la combinaison d’une résistance au niveau des récepteurs
périphériques et d’une capacité diminuée de transport de la leptine dans le cerveau
(Arora, 2008). Il a été etabli que le blocage du signal a la leptine dépend de 1’activation de
la phosphatase SOCS3 (Suppresseur de la voie cytokine signaling-3) qui interfere avec la

phosphorylation de Jak2 (Janus Kinase 2). Cette protéine est fortement exprimée dans



I’obésité induite par une nourriture riche en gras, ce qui pourrait expliquer la diminution
de I’action de la leptine et I’apparition de la résistance a la leptine (Vazquez-Vela et al.,
2008).

Nos résultats ne révélent pas de modification des teneurs en protéines totales au niveau
du plasma et des organes chez les quatre groupes de rats. En effet, le maintien de la masse
des protéines corporelles résulte de 1’équilibre entre synthése et catabolisme protéique
selon un rythme dépendant d’apports en azote exogeéne, et puisque le régime hypergras est
normo-protéique, il permet de satisfaire le besoin énergétique et le besoin en azote et en
acides aminés essentiels pour assurer les syntheses protéiques corporelles (Young et
Borgonha, 2000). De méme, les teneurs plasmatiques en urée et en créatinine sont les
mémes pour les quatre lots de rats, ceci est peut étre en faveur d’une fonction rénale
normale et non affectée par le régime hypergras et par I’huile d’argan.

Par contre, nos résultats montrent une diminution significative des teneurs en glucose et
en insuline chez les rats nourris aux régimes témoins et hypergras enrichis en huile
d’argan. L’effet hypoglycémiant peut étre attribué a [’augmentation de la captation
périphérique du glucose (Axen et Axen, 2010).

Berrada et al. (2000) ont noté pour la premiére fois qu’un régime hypercalorique enrichi
en huile d’argan (5ml/kg/ jour) chez des rongeurs (Meriones shawi), pendant deux mois,
n’influence pas la masse corporelle des animaux. La glycémie est €galement restée
homogene, cependant, le taux d’insuline a diminué de 25% par rapport aux témoins.
Quelques années plus tard, Samane et al. (2009) ont montré qu’un régime a base d’huile
d'argan (6g/100g/ jour), pendant un mois, réduit la glycémie et ameliore la sensibilité a
I’insuline au niveau du foie et du tissu adipeux, chez des rats Wistar nourris au régime
hypergras. Des essais expérimentaux testant I’effet de 1’huile d’argan sur la contracture

ischémique chez le rat recevant un régime enrichi en fructose (33 %) et en huile d’argan (5



ml/kg par jour) ont montré une action bénéfique de I’huile d’argan sur la glycémie ainsi
qu’une nette amélioration de la vulnérabilité cardiaque a 1’ischémie (Benajiba et al.,
2002, Guillaume et Charrouf, 2011).

De plus, Bnouham et al. (2008) et Bellahcen et al. (2012) indiquent que lI'administration
de I'huile d'argan dans un modele de diabéte induit par I'administration d'alloxane, une
diminution du taux de glucose dans le sang, une augmentation du glycogene hépatique et
la prévention de la perte de poids chez les rats diabétiques prétraités avec huile d'argan
avant l'induction d'un diabéte de type 1. Le teste de tolérance au glucose indique que
I’huile d’argan diminue le taux de glucose circulant chez les rats diabétiques.

Cette diminution de la glycémie et de I’insulinémie peut étre attribuée a son profil en
acides gras. En effet, plusieurs études ont prouvé que la consommation d’un régime riche
en acide oléique améliore la sensibilité a I’insuline et également les taux de pro-insuline &
jeun. Par ailleurs, 1’acide oléique réduit les teneurs plasmatiques postprandiales en insuline
et en glucose (Herrera et al., 2001 ; Paniagua et al., 2007 ; Lopez et al., 2008). Ainsi, le
remplacement de glucides et de lipides saturés par 1’acide oléique conduit a une réduction
de la glycémie et de la pression artérielle et a une augmentation des HDL chez les patients
atteints de diabete (Riccardi et al., 2004).

En outre, plusieurs études montrent que l'acide linoléique peut influencer certaines
pathologies telles que les MCV (Storlien et al.,1997; Hennig et al., 2000 ; Dichtl et al.,
2002).Cependant, une combinaison d'acides oléique et linoléique (principaux acides gras
insaturés de 1’huile d’argan) préserve la fonction endothéliale (Christon et al., 2005 ;
Fuentes et al., 2008). Par ailleurs, les facteurs nucléaire kappa-B (NF-kB) des cellules
mononuclées sont moins activés apres la consommation d’un régime riche en AGMI par

rapport a un régime alimentaire occidental (Perez-Martinez et al., 2007).



Au cours de I’obésité, I’hyperinsulinisme s’accompagne d’anomalies du métabolisme
des lipides et des lipoprotéines. Le métabolisme lipidique est également régulé en partie
par I’insuline, particuliérement en période post prandiale. L’insuline active 1’action de la
lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme localisée dans les capillaires, qui hydrolyse les
triglycérides des particules circulantes riches en triglycérides (VLDL et chylomicrons).
Cet effet conduit a une réduction de ces particules et, secondairement, a une réduction des
LDL circulantes et des dyslipidémies athérogenes (Merzouk et Khan, 2003 ;
Pulinilkunnil et al., 2014). En effet, ’insuline module I’activité de plusieurs enzymes
clés du metabolisme lipidique et intervient dans la production et le catabolisme des
lipoprotéines. Pour cette raison, il est facile de comprendre que toute situation au cours de
laquelle I’action de I’insuline est altérée, s’accompagne d’anomalies lipidiques souvent
importantes, contribuant au développement accéléré des lésions athéromateuses, et
contribuant & accroitre le risque cardiovasculaire (Verges, 2001).

En accord avec plusieurs études (Grundy, 2008 ; Lucero et al., 2011 ; Subramanian
et Chait, 2012 ; Peterson et al., 2014), nous avons observé que 1’obésité induit des
altérations du métabolisme des lipides et des lipoprotéines. En effet, les rats obeses
consommant les régimes hypergras présentent une augmentation des teneurs plasmatiques
en en triglycérides (TG) et en cholestérol total (CT) compares a leurs témoins respectifs.
L’hypertriglycéridémie correspond a une surproduction hépatique des TG-VLDL suite a
une augmentation du flux de glucose et d’acides gras libres au foie, ainsi qu’a une
résistance hépatique a 1’effet inhibiteur de I’insuline sur la sécrétion des VLDL
(Malmstrom et al., 1997). L’augmentation des taux plasmatiques en cholestérol
s’accompagne d’une augmentation des taux des C-VLDL et des C-LDL. Le régime
hypergras n’entraine aucune modification du taux de C-HDL chez les rats obeses (RHG et

RHGA).



Ces modifications lipidiques sont classiques au cours de 1’obésité et sont les
conséquences, soit d’'une augmentation de la production hépatiques des VLDL, soit d’une
réduction du catabolisme de ces lipoprotéines (Porte et al., 1998). Ces altérations peuvent
étre le résultat de 1’insulinorésistance associée a I’obésité. En effet, de nombreux travaux
rapportent que 1’obésité est définie par un exces de tissu adipeux qui s’accompagne d’une
insulinorésistance responsable des anomalies lipidiques (Verges, 2001 ; Despres et
Lemieux, 2006 ; Who, 2013).

L’obésité se caractérise par une inflation de la masse du tissu adipeux et une
augmentation de la capacité du stockage du cholestérol et des triglycérides (Grundy,
2008). Dans notre travail, une augmentation des teneurs en cholestérol et en triglycérides
hépatiques et adipocytaires est notée chez les rats recevant le régime hypergras. Du fait
de faible capacité d’autorégulation oxydative des substrats lipidiques, un excés d’apport
lipidique est en majeure partie stocké dans le tissu adipeux entrainant a long terme une
augmentation de la masse adipeuse et son dysfonctionnement, ce qui induit des
conséquences dramatiques dans différents tissus (Gauvreau et al., 2011). Kim et al.
(2001) ont établi que I’accumulation des triglycérides dans le muscle et le foie est liée a
I’insulinorésistance, provenant d’une perturbation de la signalisation insulinique dans ces
tissus. Cela peut expliquer I’augmentation significative du taux de triglycérides hépatiques
chez les rats obéses par rapport aux témoins. L’élévation de la synthese du cholestérol
hépatique chez les rats recevant le régime hypergras peut étre expliquée par 1’exces
d’acétyl-coA provenant de I’hyperglycémie observée chez ces rats. Au niveau du muscle,
le taux des triglycérides et de cholestérol ne varie pas significativement entre les rats
témoins et obeses. Seul le tissu adipeux est prévu pour accumuler des triglycérides, si
d’autres tissus en accumulent (graisse ectopique), leur fonction serait altérée (Unger,

2003).



Nos résultats montrent également que les rats consommant le régime hypergras (RHG
et RHGA) présentent une augmentation des teneurs en cholestérol libre associée a une
diminution de I’activité de la 1écithine acyl cholestérol transférase (LCAT). Ces résultats
sont en contraste avec ceux d’autres auteurs qui montrent que ’activité de la LCAT est
nettement augmentée chez les individus obéses comparés aux individus normo pondéraux
(Magkos et al., 2009).

La LCAT est une glycoprotéine synthétisée par le foie et secrétée dans le plasma ou
elle est principalement liée aux HDL. La LCAT a pour rdle principal d’estérifier le
cholestérol libre des HDL en esters de cholestérol pouvant étre transféré vers les
lipoprotéines VLDL et LDL. Elle est activée par I’apoA-1. 1l semble que les LDL oxydées
peuvent inhiber I’action de la LCAT et ainsi altérer la voie du retour du cholestérol
(Peelman, 2000).

Il existe une forte relation entre le taux de cholestérol total, C-HDL, C-LDL et la LCAT
(Perlemuer et al., 2003). Fubree et al. (2002) ont montré que les souris déficientes en
LCAT ont des teneurs plasmatiques élevées en cholestérol libre. En effet, la réduction de
I'activité de la LCAT induit une diminution de I'estérification du cholestérol, au sein des
particules HDL, qui reste donc a I'état libre. Cette réduction de l'activité de la LCAT est
probablement due a la diminution de la quantité de I'enzyme.

Dans notre étude, les rats obeses ont des teneurs elevées en protéines au niveau des
fractions des LDL et des VLDL par rapport a leurs témoins, cette augmentation est
probablement due a I’augmentation de 1’apo-B qui résulte de la concentration élevee en
lipoprotéines de basse densité (LDL et VLDL). Par ailleurs, les rats obéses ont des teneurs
basses en protéines des HDL par rapport aux temoins, cette diminution est probablement

due a ’augmentation de synthése des TG-VLDL qui drainent les esters de cholestérol et



les apo-Al des HDL, en effet, I’apo-Al est la principale apoprotéine des HDL (Chapman,
2008).

Nos résultats montrent que la consommation de I’huile d’argan améliore également le
métabolisme des lipides et lipoprotéines. En effet, on note une diminution des teneurs en
TG au niveau des VLDL, du foie et du tissu adipeux, aussi bien chez les témoins (RTA)
que chez les obéses (RHGA), suggeérant une diminution de la libération des acides gras par
le tissu adipeux qui entraine une diminution de la synthese des TG et par conséquent la
production des VLDL hépatiques. L’huile d’argan entraine ¢galement une diminution des
teneurs en TG plasmatiques et TG-LDL chez les rats témoins.

Dans notre étude, nous avons aussi observé que I’huile d’argan a un effet
hypocholestérolémiant chez les rats témoins et obeses, reflété surtout au niveau du plasma
et des LDL. De plus, les teneurs en CT, C-LDL et TG-VLDL ne présentent aucune
différence significative entre les rats recevant le régime hypergras enrichi en huile d’argan
(RHGA) et les rats témoins (RT).

L’effet hypocholestérolémiant de 1’huile d’argan est accompagné par une diminution du
cholestérol hépatique aussi bien chez les témoins que chez les obéses et du cholestérol
adipocytaire chez les témoins, par ailleurs, les rats recevant le régime hypergas enrichi en
huile d’argan présentent des teneurs similaires en cholestérol adipocytaire par rapport aux
rats témoins, suggérant une diminution de synthese du cholestérol par ces tissus ou une
augmentation de son excretion dans la bile.

Berrada et al. (2000) ainsi que Berrougui et al. (2003) ont montré que le traitement
chronique avec de [I'huile dargan améliore le profil lipidiqgue chez les rats
hyperlipidemiques. Dans ces deux études, ils ont observé une diminution significative du
poids, du CT et du C-LDL, alors que I'augmentation de la concentration du C-HDL n'était

pas significative.



Dans notre étude, ’effet hypolipidémiant et hypocholestérolémiant de 1’huile d’argan
est plus important chez les rats soumis au régime témoin que chez les rats soumis au
régime hypergras, sachant que la quantité¢ de ’huile donnée aux témoins (5%) est plus
élevée a celle donnée aux obeses (3%).

Ces données concordent avec nos résultats publiés (Sour et al., 2012) qui montrent que
la consommation réguliere de 1’huile d’argan, chez des sujets sains, pendant un mois, a
induit des effets bénéfiques sur les parametres lipidiques particulierement sur le CT, le C-
LDL et les TG, ainsi, I’huile d’argan pourrait étre utilisée dans une approche de prévention
nutritionnelle pour prévenir et retarder la progression des MCV.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus chez ’homme. En effet, une
étude récente de Haimeur et al. (2013) montre que la consommation de 1’huile d’argan
pendant trois semaines peut prévenir les complications thrombotiques associées a la
dyslipidémie, qui sont des facteurs de risques majeurs pour les MCV. lls ont obtenu une
diminution des teneurs en cholestérol total, C-LDL et triglycérides, et une augmentation
des teneurs en C-HDL.

L’activité hypocholestérolémiante de 1’huile d’argan a ¢été prouvée par des tests
cliniques. L’ingestion de deux cuillérées a soupe d’huile d’argan induit une baisse de
cholestérol de 7,9 % pour les femmes et de 13,1 % pour les hommes au bout d’un mois de
traitement. Parallélement & la baisse du cholestérol total, une diminution du taux des
triglycérides a été observée (Adlouni, 2010).

Drissi et ces collaborateurs (2004) montrent chez des adultes sains vivant dans le Sud-
ouest du Maroc, que la consommation réguliere de I'huile d'argan est associée a des taux
tres faibles en C-LDL et en apo-B par rapport aux adultes sains vivant dans la méme
région mais ne consommant pas 1’huile d’argan. De méme, Derouiche et al. (2005) ont

réalisé¢ une étude comparative des effets de la consommation de I’huile d’argan et de



I’huile d’olive. lls ont déduit une augmentation significative du C-HDL et d'Apo-Al chez
les deux groupes. Cependant, le C-LDL et I’apo-B sont diminués sensiblement chez le
groupe de I’huile d’olive. Alors que, les triglycérides sont diminuées d’une maniére
significative a 17.5% seulement chez le groupe de I’huile d’argan.

De plus, deux études récentes d’Eljaoudi et al. (2015) et d’Ould-Mohamedou et al.
(2011) montre que la consommation d’huile d’argan entraine une diminution des teneurs
en cholestérol total, triglycérides et C-LDL, et une augmentation du taux de C-HDL chez
des patients hémodialysés et diabétiques de type-2.

Cet effet hypolipidémiant et hypocholestérolémiant de 1’huile d’argan peut étre
expliqué par sa composition riche en acides gras insaturés (oléique-linoléique) ainsi qu’en
antioxydants (les polyphénols, stérols et les tocophérols) (Khallouki et al., 2003). En
effet, plusieurs études ont montré que I’acide oléique a un effet bénéfique sur le risque de
développement de MCV, sur le profil lipidique et prévient la redistribution de la masse
grasse au niveau viscéral chez les patients souffrants de surpoids et d’insulinorésistance
(Erkkila et al., 2006 ; Moreno et Mitjavila, 2003 ; Paniagua et al., 2007), car
I’administration de cet acide gras chez I’lhomme diminue I’oxydation des LDL (Fito et al.,
2007; Lapointe et al., 2006), les teneurs en C-LDL et en triglycérides (Williams, 2001).
Cette variation des niveaux de ces composés lipidiques est due a 1’augmentation de
I’oxydation des acides gras par induction de la voie de la B-oxydation. Ceci est le résultat
de l’activation de PPARa (peroxisome proliferation activated receptor y) par 1’acide
oléique et de la réduction de I’activité de Sterol Regulatory Element Binding Protein
(SREBP) qui se traduit par une diminution de la lipogenese. De plus, cet acide gras
alimentaire active le PPARo et PPARy pour augmenter 1’oxydation des lipides, et
diminuer la résistance a I’insuline ce qui conduit par conséquent a une réduction de la

stéatose hépatique (Soriguer et al., 2006).



Parmi les dérivés d’acide linoléique, 1’acide y-linoléique en particulier s’est avéré bien
efficace en réduisant le cholestérol total, le C-VLDL et le C-LDL chez I’homme et le rat
(Takada etal., 1994 ; Fukushima et al., 2001 ; Nijjar et al., 2010).

Enfin, les composés mineurs de I’huile d’argan, tels que les stérols, peuvent étre
impliqués dans son effet hypocholestérolémiant (Khallouki et al., 2003). En effet, la
structure moléculaire de ces stérols est trés similaire a celle du cholestérol humain, par
conséquent, I’apport en stérols réduit 1'absorption du cholestérol par la concurrence avec le
cholestérol endogene (Ostlund et al ., 2002 ; Plat et Mensink 2001). Plusieurs études ont
démontré que l'augmentation de la quantité de stérols dans l'alimentation améliore
positivement le profil lipidique sanguin (Plat et Mensink, 2005 ; Malinowski et Gehret,
2010). De plus, Les phytostérols ont été reconnus comme antioxydants et substances
préventives contre le cancer et les maladies cardiovasculaires (Frohlich et al., 1997 ;
Papas, 1999 ; Marangoni et Poli, 2010).

Le régime hypergras induit chez le rat Wistar une obésité caractérisée par un exces de
poids, une augmentation de la prise alimentaire et des altérations métaboliques lipidiques,
glucidiques et hormonales. Cependant, le régime enrichi en huile d’argan entraine une
réduction du poids corporel, de la glycémie et de [’insulinémie, associée a une
amélioration du profil lipidique, en effet on a montré une diminution de la triglycéridémie
et la cholestérolémie au niveau du plasma, des lipoprotéines et des organes, chez les rats
témoins et obeses (Sour et al., 2015). Cet effet hypolipidémiant est lié a son profil en
acides gras insatures et en composants antioxydants tels que les stérols. L huile d’argan
pourrait étre consommée régulierement puisqu’elle a montré des résultats semblables aux
autres huiles comme [’huile d’olive.

Le troisieme volet de notre travail porte sur un concept important, le stress oxydatif,

reconnu aujourd’hui comme la base moléculaire de toutes les pathologies. Dans les



systemes biologiques, le stress oxydatif se definit comme un déséquilibre de la balance
oxydante / antioxydante en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires
(Atamer et al., 2008). Il se développe lorsque les radicaux libres produits plus rapidement
qu'ils ne peuvent étre neutralisés par les systemes de défense antioxydants. Ce déséquilibre
peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogeéne d’agents pro-oxydants
d’origine inflammatoire (Picchi et al., 2006 ; Savini et al., 2013), un déficit nutritionnel
en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs prooxydants
(tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, pollution atmosphérique,
métaux toxiques) (Valko et al., 2006 ;Colacino et al., 2014). Une alimentation chronique
riche en graisses et en particulier en AGS stimule les voies intracellulaires, conduisant au
stress oxydatif grace a des mécanismes biochimiques multiples, telles que la production du
superoxyde, de la NADPH oxydase, la phosphorylation oxydative, I’auto-oxydation du
glycéraldéhyde et I’activation de la protéine kinase C (PKC) (Sies et al., 2005 ; Serra et
al, 2012). D’autres facteurs contribuent également au stress oxydatif au cours de 1’obésité
tels que ’hyperleptinémie (Beltowski, 2012), I'inflammation chronique (Bondia-Pons et
al., 2012), le dysfonctionnement tissulaire (Serra et al., 2012) et les faibles défenses
antioxydantes (Strauss, 1997 ; Chrysohoou et al, 2007 ; Savini et al., 2013).

En effet, de nombreux travaux rapportent des perturbations du statut redox au cours de
I’obésité¢ tenant a la fois de I’augmentation de production des especes réactives de
I’oxygene (ERO) et/ou la diminution de la capacité de défense antioxydante par la baisse
des activités des enzymes antioxydantes et des taux des vitamines antioxydantes (Keaney
et al., 2003 ; Karaouzene et al., 2011 ; Savini et al., 2013 ; Warolin et al., 2013). De
méme, il a ét¢ démontré qu’un régime hypercalorique et hyperlipidique augmente la
production de radicaux libres et diminue les capacités de defense antioxydante (Milagro

et al., 2006 ; Bouanane et al., 2009).



Dans cette partie, nous contribuons a déterminer le statut oxydant/antioxydant chez les
rats nourris au régime hypergras, et d’évaluer I’effet de 1’huile d’argan sur ces principales
altérations au niveau du plasma, des érythrocytes et des organes, en comparaison avec un
régime témoin.

Afin d’évaluer le statut oxydant chez les rats, nous avons déterminé la peroxydation
lipidique par la mesure des hydroperoxydes (HP); font partie des premiers produits
formés au cours des réactions d’oxydation des lipides, d’acides gras polyinsaturés (AGPI)
ou de leurs esters (exemple : phospholipides et triglycérides), ainsi que leur décomposition
(Mundy et al., 2007). Nous avons aussi mesuré le malondialdehyde (MDA), autre
paramétre de la peroxydation des lipides. Il s’agit d’un aldéhyde formé lors de la coupure
des AGPI possédant au moins trois doubles liaisons ou a partir de composé non lipidique
tels que I’acide ascorbique, les acides aminés, le désoxyribose ou le saccharose lorsqu’ils
sont exposés a 1’action des radicaux hydroxyles, en présence de métaux (Miwa et al.,
2000). La peroxydation des lipides provoque d’autres produits d’oxydation : les diénes
conjugués. L’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques, induite par les métaux, est
déterminée par le suivi au cours du temps de la formation de ces dienes conjugués. La
formation de ces derniers résulte du réarrangement des doubles liaisons éthyléniques des
AGPI suite a I’abstraction radicalaire d’un hydrogéne malonique (Esterbawer et al.,
1989). Par ailleurs, nous avons doseé le taux des protéines carbonylées (PC), considérees
comme des marqueurs de I’oxydation des protéines qui se forment lorsque les ERO
attaquent les résidus d’acides aminés (particulierement I’histidine, proline, arginine et
lysine) (Kogak et al., 2007).

Lors de notre étude, l’augmentation des teneurs en hydropéroxydes et en
malondialdéhyde au niveau du plasma, des érythrocytes, du foie, du muscle et du tissu

adipeux chez les rats recevant le régime hypergras (RHG et RHGA), est en faveur de



I’augmentation de ’oxydation des lipides. En effet, il a ét¢ démontré qu’un régime
hypercalorique et hyperlipidique augmente la production de radicaux libres (Milagro et
al., 2006). De plus, lors de 1’obésité, le stress oxydatif peut étre généré a la suite de
I’oxydation des nutriments absorbés en excés (Unger, 2003 ; Serra et al., 2012).
Rappelons que ces rats obéses présentent une augmentation de la prise alimentaire et un
exces de tissu adipeux. Le dysfonctionnement tissulaire causé par le stress oxydatif est
augmenté au cours de D’insulinorésistance, I’hyperglycémie et I’hypertriglycéridémie
(Savini et al., 2013).

Nos résultats montrent que les taux initial et maximal des diénes conjugués sont plus
élevés chez les rats nourris au régime hypergras (RHG et RHGA) comparés aux témoins
(RT et RTA), en faveur d’une formation accrue des produits de la peroxydation des
lipides. De plus, le temps maximal d’oxydation in vitro (Tmax) est significativement
diminué chez les rats recevant le régime hypergras. Certains auteurs notent une oxydation
rapide des lipides qui se produit au niveau des LDL des personnes obéses suite a la
réduction des antioxydants (Crujeiras et al., 2006 ; Sutherland et al., 2007). En effet, la
concentration de la vitamine E qui inhibe la propagation des réactions en chaine réagissant
avec les radicaux libres, et celle de la vitamine C qui empéche 1’oxydation des LDL et
régéneére la vitamine E oxydée sont diminuées chez les obéses (Crujeiras et al., 2006).
Plusieurs auteurs ont noté que 1’obésité augmente le stress oxydant par I’augmentation de
I’oxydation des lipoprotéines (Vincent et al., 2007 ; Uzun et al., 2007).

Le temps de latence (Tlag), qui correspond a I’initiation de 1’oxydation des
lipoprotéines, est plus court chez les rats soumis au regime hypergras (RHG et RHGA) par
rapport aux témoins (RT et RTA). Ceci peut étre expliqué par le fait que les lipoprotéines
des rats obeses sont moins résistantes a 1’oxydation, plus le Tlag est long et plus les

lipoprotéines sont résistantes a 1’oxydation (Esterbauer et al., 1989).



Les protéines carbonylées sont considérées comme des marqueurs de I'oxydation des
protéines. Dans notre travail, on note une augmentation significative des taux de protéines
carbonylées plasmatiques, érythrocytaires, hépatiques et musculaires chez les rats recevant
le régime hypergras (RHG et RHGA) comparés a leurs témoins respectifs. Nos résultats
sont en accord avec ceux de Vincent et al. (2007) et de Bouanane et al. (2009) qui
montrent que les teneurs en protéines carbonylées augmentent chez les rats aprés
I’ingestion d’un régime hypergras. En effet, ’oxydation des protéines est un signe de
I’endommagement tissulaire, causé par le stress oxydatif, ’augmentation du taux des
glucides, ou les deux (Mayne, 2003). Rappelons que les rats nourris au régime hypergras
présentent une hyperglycémie par rapport a leurs témoins, qui peut induire la glycation et
I’oxydation des protéines.

Ainsi, la formation des radicaux libres, la peroxydation lipidique et 1’oxydation des
protéines semblent augmentées face a un épuisement des mécanismes antioxydants au
cours de I’obésité¢ en faveur d’un stress oxydatif évident. Plusieurs études rapportent 1’état
de stress oxydatif chez les obéses, toujours associé a un état inflammatoire (Bondia-Pons
et al., 2012 ; De Marchi et al., 2013). L’insulinorésistance joue un rdle primordial dans
le processus de lipotoxicité provoquant un dysfonctionnement endothéliale (Imri et al.,
2010 ; Kocic et al., 2007). A priori, deux raisons expliqueraient le déséquilibre entre les
facteurs oxydants et les antioxydants responsables de la dysfonction endothéliale. Il
surviendra, a la fois, une augmentation du stress oxydatif (formation accrue de radicaux
libres entrainant la peroxydation lipidique), a laquelle s’ajouterait une diminution de
I’activité des enzymes et des vitamines responsable de la neutralisation des radicaux libres
(Imri et al., 2010 ;Higashi et al., 2009). Les especes oxygéneées réactives telles que le
peroxyde d’hydrogéne altérent 1’activation mitochondriale et 1’insulino-sécrétion au

niveau des cellules béta pancréatiques. De plus, les produits de la peroxydation lipidique



exercent un effet inhibiteur sur la sécrétion de I’insuline et distribution cellulaire des
récepteurs d’insuline (IRS-1) au niveau des adipocytes (Miwa et al., 2000).

Nos résultats montrent que la consommation de régime enrichi en huile d’argan diminue
la peroxydation lipidique aussi bien chez les rats témoins que chez les rats obéses. En
effet, on note une diminution des teneurs en hydroperoxydes et en malondialdéhyde au
niveau du plasma, des érythrocytes, du foie, du muscle et du tissu adipeux. Dans notre
¢tude, I’huile d’argan réduit la peroxydation lipidique d’une maniére plus importante chez
les rats nourris au régime témoin que chez les rats nourris au régime hypergras. Ces
résultats peuvent étre expliqués par I’augmentation des teneurs en vitamine E et des
activités antioxydantes de la catalase et la superoxyde dismutase. Ceci va dans le sens
d’une amélioration de la balance oxydante / antioxydante.

D’un autre coté, nos résultats montrent que le taux maximal des diénes conjugués a été
diminué significativement chez les rats obéses et témoins consommant le régime enrichi
en huile d’argan. L’huile d’argan n’influence pas le taux initial des dienes conjugués chez
les obeses, cependant, elle le réduit chez les témoins. Ainsi, I’huile d’argan entraine une
augmentation significative du temps de latence (Tlag) chez les rats obéses et témoins. De
plus, elle induit une augmentation du temps maximal (Tmax) chez les témoins. Ceci est en
faveur d’une grande résistance des lipoprotéines plasmatiques a 1’oxydation chez les rats
consommant 1’huile d’argan. Ce mécanisme peut étre expliqué par 1’augmentation de la
protection des lipoproteines par les antioxydants lipophiles comme la vitamine E. En effet,
la vitamine E est un antioxydant naturel, son caractére hydrophobe lui permet de s’insérer
au sein des acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle
protecteur en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress

oxydant (Vertuani et al., 2004 ; Magosso et al., 2013).



Ces résultats concordent avec nos travaux publies (Sour et al., 2012) qui montrent que
la consommation de I’huile d’argan chez des sujets sains pendant un mois entraine une
réduction de la peroxydation lipidique (hydroperoxydes, malondialdéhydes et diénes
conjugués) associée a une augmentation des défenses antioxydantes (vitamie E et
catalase).

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus chez I’homme, En effet, Cherki
et al. (2005) et Haimeur et al. (2013) ont noté une diminution du taux maximal des dienes
conjugués et des teneurs en malondialdéhyde aprés la consommation de 25 ml/jour d’huile
d’argan pendant trois semaines chez des sujets sains et dyslipidémiques.

Une étude récente de Cadi et al. (2013) montre que I’huile d’argan entraine une
diminution des teneurs en malondialdéhyde, chez la souris, aprés 1’induction d’un stress
oxydant par I’H,0,. En plus, Ould-Mohamedou et al. (2011) montrent que I’huile
d’argan entraine une diminution du taux maximal des dienes conjugués et une
augmentation du temps de latence (Tlag) chez les diabétiques de type 2.

En plus, Beaucoup d’études ont prouvé que les aliments riches en tocophérols et en
composés phénoliques peuvent réduire la susceptibilité des lipoprotéines a la peroxydation
lipidique, qui joue un réle crucial dans le développement de I’athérosclérose (Reaven et
al ., 1993 ; Visioli et al., 1995 ). En effet, Drissi et al. (2004) et Berrougui et al. (2006)
ont montré que 1’incubation des LDL avec les tocophérols, les phytostérols et les extraits
phenoliques de I’huile d’argan in vitro, a prolongé de maniére significative le Tlag de la
peroxydation des LDL.

La composition phénolique de I’huile d’argan est caractérisée par la présence de quatre
polyphénols, I’acide vanillique, I’acide syringique, 1’acide férulique et le tyrosol, avec une
prédominance de 1’acide férulique qui représente plus que 94% de la fraction des

polyphénols (Khallouki et al., 2003 ; EI monfalouti et al., 2012). L'acide férulique



possede une forte activité antioxydante contre la peroxydation des lipides (Srinivasan et
al., 2007). De plus, Il est largement utilisé dans la prévention contre les MCV (Suzuki et
al., 2007).

De plus, les études précédentes sur ’homme ont montré que la vitamine E (Marchant
et al ., 1995) et les composés phénoliques extraits a partir de I’huile d’olive vierge, de
cacao et de thé ont inhibé significativement 1’oxydation des LDL (Wiseman et al., 1996 ;
Coni et al., 2000 ;Caruso et al.,1999). De méme, une augmentation de Tlag pendant
I’oxydation des LDL a été notée dans plusieurs études sur les polyphénols de I’huile
d’olive (Massella et al., 2001 ; Vissers et al., 2001).

Egalement, la diminution de la peroxydation lipidique peut étre expliquée par la
richesse de I’huile d’argan en acide oléique. Il a été suggéré qu’une teneur élevée en
AGMI peut réduire le risque de maladies cardiovasculaires, car les particules de LDL
enrichies en acide oléique sont plus résistantes a 1’oxydation (Fito et al., 2007; Lapointe
et al., 2006). Par conséquent, ce groupe d’acides gras n’est pas facilement oxydable et il
est impliqué dans la modulation de la fluidité des HDL ce qui augmente le flux du
cholestérol (Sola et al., 1990).

Des études réalisées sur les rats montrent que les membranes plasmiques riches en
AGMI sont plus résistantes aux processus oxydatifs protégeant ainsi les cellules agées. La
consommation de régime enrichi en huile d’olive extra-vierge améliore la structure et
I’intégrité¢ des mitochondries et également la résistance de I’ADN a I’oxydation chez les
rats (Quiles et al., 2006).

Dans ’organisme, il existe un systeéme antioxydant complexe incluant des composants
enzymatiques ou non, qui protégent les biomolécules (protéines, lipides...) contre les
effets néfastes des radicaux libres, en effet, ’hyperproduction de radicaux libres, et donc

les dommages tissulaires qu’ils engendrent, sont limités par la présence naturelle endogéne



de substances antioxydantes. D’autres systemes de destruction des radicaux libres ne sont
pas enzymatiques mais steechiométriques, les molécules réagissant une a une ; lorsqu’elles
ont réagi avec un radical libre, elles sont detruites. Le principal destructeur
steechiométrique des radicaux libres est 1’a-tocophérol (viatmine E) qui inhibe la
propagation de la chaine oxydative en réagissant avec les radicaux libres. En plus de son
role antioxydant, I’acide ascorbique (vitamine C) régénére la vitamine E (Jaeschke,
1995 ; Wilson, 2008). La vitamine A inhibe la peroxydation lipidique, mais peut
également inhiber directement les radicaux hydroxyles (Peng et al., 2013). Concernant les
marqueurs de la défense antioxydante, nous avons donc dosé les taux plasmatiques des
vitamines A, C et E. Nous avons aussi mesuré ’activité antioxydante de la catalase, la
superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px) et réductase (GSSG-
Red). Le pouvoir antioxydant total du plasma (ORAC), ¢’est-a-dire sa capacité a absorber
les radicaux oxygene libres est aussi analysé en suivant ’hémolyse des globules rouges
générée par les radicaux libres in vitro.

Dans notre étude, le régime hypergras provoque non seulement la production excessive
de radicaux libres, mais aussi la réduction du pouvoir antioxydant total (ORAC) chez les
rats soumis a ce régime. Ceci peut s’expliquer par une défaillance du systéme de défense
antioxydant, et une élévation de la production des radicaux libres au cours de 1’obésité
(Savini et al., 2013). Par ailleurs, Nos résultats montrent que les teneurs plasmatiques en
vitamines A, C, et E chez les rats nourris au régime hypergras (RHG et RHGA) sont
similaires a celles des rats témoins (RT et RTA). Cependant, les activités des enzymes
antioxydantes sont modifiées. Les activités de la catalase et la SOD sont réduites au
niveau des érythrocytes, mais augmentées au niveau du foie, du muscle et du tissu adipeux
chez les rats soumis au régime hypergras. Les activités de la GSH-Px et GSSG-Red ne

different pas entre les rats témoins (RT et RTA) et obéses (RHG et RHGA).



Plusieurs auteurs rapportent des activités des enzymes antioxydantes différentes au
cours de I’obésité, indiquant soit une élévation soit une diminution (Khan et al., 2006 ;
Vincent et Taylor, 2006). En effet, face au stress oxydatif, les enzymes antioxydantes
sont consommées et inactivées, ce qui peut expliquer la réduction des activités
érythrocytaires de la catalase et la SOD chez les rats soumis au régime hypergras. De
plus, la formation des radicaux libres stimule et active la défense antioxydante, ce qui peut
expliquer I’augmentation des activités de la catalase et la SOD au niveau du foie, muscle
et tissu adipeux.

Bien que I’obésité perturbe les défenses antioxydantes tissulaires, il est possible que,
dans les stades précoces du développement de 1’obésité, il y ait une élévation initiale en
enzymes antioxydantes telles que la GSH-Px et la SOD pour contrebalancer le stress
oxydant. Néanmoins, la chronicité de 1’obésité pourrait épuiser les sources d’enzymes
antioxydantes dans le temps (Olusi, 2002 ; Amirkhizi et al., 2007).

Nos résultats montrent que 1’huile d’argan améliore également le statut antioxydant
chez les rats soumis aux régimes témoin et hypergras. Concernant les vitamines
antioxydantes, L huile d’argan augmente de manicre significative les teneurs plasmatiques
en vitamine E chez les rats témoins et obéses, cependant, elle n’influence pas les teneurs
plasmatiques en vitamines A et C. Cette augmentation marquée en vitamine E plasmatique
peut étre due a ’abondance de a-tocophérol en huile d’argan (56.34mg/kg). Bien que la
vitamine E se trouve dans I’huile d’argan en grande quantité sous forme de y-tocophérol
(Kallouki et al., 2003), ce résultat peut étre expliqué par la conversion de y-tocopherol en
a-tocophérol dans I’organisme, en raison de la structure similaire de ces deux molécules
(Elmadfa et al., 1989). Ces résultats montrent que le plasma est mieux protégé contre
I’oxydation. En outre, une supplémentation en y-tocophérol augmente simultanément les

niveaux de a et y-tocophérol. plusieurs travaux suggerent que le y-tocophérol a un effet



antioxydant majeur, et est considéré comme un agent préventif du cancer plus que le a-
tocophérol (Jiang et al., 2000 ; Huang et al., 2003). De méme, il a été prouvé que le y-
tocophérol a une interaction plus efficace avec les espeéces réactives d’azote que le a-
tocophérol (Cooney et al., 1993).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez I’homme. En effet, Drissi et al.
(2004) ont montré une augmentation significative de a-tocophérol ainsi que de rapport o-
tocophérol/cholestérol total chez des consommateurs d’huile d’argan comparés aux
témoins. Ainsi, Nos résultats confirment ceux trouvés par Cherki et al. (2006), dans une
¢tude effectuée chez des hommes sains consommant 1’huile d’argan en comparaison avec
ceux consommant [’huile d’olive, et ont montré une augmentation de la vitamine E
seulement dans le plasma des consommateurs de 1’huile d’argan.

Une étude récente d’El Monfalouti et al. (2013) montre que la consommation de 25 ml
de I’huile d'argan durant 8 semaines, chez des femmes ménopausées, augmente les teneurs
sériques en vitamine E d’une maniére significative, en comparant au groupe de
consommatrices de I'huile d'olive. Une autre étude récente d’Eljaoudi et al. (2015) montre
que I’huile d’argan entraine une diminution des teneurs en malondialdéhyde et une
augmentation des teneurs en vitamine E chez des patients hémodialysés. Ces résultats
intéressants, pourraient étre expliqués par la forte teneur de 1’huile d’argan en tocophérols.

Nos résultats montrent que I’huile d’argan provoque une augmentation significative des
activités de la catalase et la SOD plasmatiques et hépatiques, ainsi que de la catalase
musculaire chez les rats (RHGA et RTA). L’huile d’argan entraine également une
augmentation de I’activité de la GSH-Px hépatique et la SOD musculaire et adipocytaire
chez les témoins. Cependant, elle n’influence pas les activités de la GSSG-Red au niveau

du plasma et des organes.



Nos résultats sont en accord avec ceux de Haimeur et al. (2013) qui montrent que
I’huile d’argan augmente 1’activité de la GSH-Px chez des patients dyslipidémiques. De
méme, Cadi et al. (2013) qui ont noté que I’huile d’argan entraine une augmentation des
activités de la catalase et la SOD chez la souris soumis a un stress oxydant par 1’H20,.

Benajiba et al. (2002) ont montré que les activités de la catalase mitochondriale et
cytosolique sont significativement supérieures chez les rats wistar traités a 1’huile d’argan
en comparaison avec les rats non traités ; alors que, les activités des enzymes, la SOD et la
GSH-Px, aussi bien au niveau cytosolique qu’au niveau mitochondrial, ne montrent
aucune différence significative. En effet, plus I’activit¢ des enzymes antioxydantes est
élevée, plus la protection contre les effets des radicaux libres est efficace (Haliwell et
Gutteridge. 1990).

Cette augmentation spécifique des activités de la catalase et la SOD pourrait s’expliquer
par 1’effet antioxydant de 1’huile d’argan. Sachant qu’elle est riche en polyphénols et en
tocophérols ayant des propriétés antioxydantes, Cette augmentation pourrait étre
également une réponse cellulaire a une surproduction d’ERO. Ceci peut expliquer la
réduction des taux en hydroperoxydes et en MDA. Ces résultats sont en faveur d’une
défense antioxydante intracellulaire.

Le regime hyperlipidigue provoque de nombreuses altérations du statut
oxydant/antioxydant. Par ailleurs, le régime enrichi en [’huile d’argan entraine des
améliorations importantes de la balance oxydante/antioxydante, puisque la diminution des
peroxydants (les hydroperoxydes, le malondialdéhyde, les diénes conjugués) est suivie
d’une élévation des antioxydants (la vitamine E, la catalase et la SOD). Ces résultats
confirment [’effet bénéfique de [’huile d’argan sur le statut oxydant/antioxydant associé a
["obésité. Ainsi, ['huile d’argan offre un ingrédient du régime alimentaire et un substituant

de I’huile d’olive par alternance trés intéressant (Sour et al., 2015)..



Conclusion




Traditionnellement, le rdle de I’alimentation a été de fournir 1’énergie et les éléments
nutritifs essentiels pour soutenir les fonctions physiologiques de I’organisme. Toutefois,
au cours des années, le role de I’alimentation a évolué, les aliments étant de plus en plus
appelés a fournir des avantages physiologiques en matiére de gestion et de prévention des
maladies, la nutrithérapie. C’est dans ce contexte, que notre étude a porté sur la
valorisation d’une espéce saharienne a usage multiple peu connue chez nous, Argania

spinosa, en étudiant la valeur nutritionnelle et thérapeutique de son huile.

Les principaux résultats de 1’analyse des indices physico-chimiques de 1’huile d’argan
montrent qu’elle est pure, fine, non siccative et riche en acides gras insaturés de chaine
moyenne Cj;g notamment 1’acide oléique. Ces résultats sont confirmés par 1’analyse
chromatographique de la composition en acides gras qui montre une richesse en acides
oléique et linoléique ainsi qu’une faible teneur en acide linolénique (0.2%). Concernant les
acides gras saturés, I’analyse révé¢le la prédominance de 1’acide palmitique (12.89%) et
I’acide stéarique (4.83%). La fraction insaponifiable présente une richesse en o-
tocophérols (56.34 mg/kg), permettant une meilleure conservation de 1’huile lors du
stockage et des traitements culinaires, et assurant un bon apport alimentaire en
antioxydants.  La fraction phénolique connue pour ces propriétés antioxydantes est
présente aussi avec des concentrations non négligeables (52.36 mg/kg).

Nos résultats montrent que ’huile d’argan révéle un pouvoir antioxydant in vitro
important dans le piégeage du radical DPPH, dont la concentration ICs, est de
212,51+£10,18ug/ml comparée a la vitamine C (62.01%3,24ug/ml), ce qui refléte la
présence des composés qui peuvent réduire le radical DPPH. De méme, Nous avons
constaté que I’huile d’argan a une forte activité de réduire le fer a faible concentration.
Ainsi, I’huile d’argan inhibe le blanchissement du [p-carotene a des différentes

concentrations par le piégeage des radicaux libres, elle présente une valeur d’ICs égale a



0.51 £ 0.02 mg/ ml par rapport au BHA (0.031+ 0.003 mg/ml). Ces résultats sont
attribués a son profil en acides gras (oléique-linoléique) et ces composés antioxydants
mineurs (tocophérols et polyphénols).

Dans le deuxiéme volet, nous avons utilisé un modéle animal, le rat Wistar soumis au
régime hypergras, afin de bien cerner les modifications métaboliques et les perturbations
du statut oxydant/antioxydant au cours du développement d’une obésité nutritionnelle et
de voir les effets de I’huile d’argan sur I’évolution du métabolisme chez le rat.

Les premiers résultats intéressants résident dans la démonstration des effets délétéres du
régime hypergras chez le rat Wistar. En effet, on note une prise de poids considérable
chez les rats suite a une augmentation de la ration alimentaire quotidienne et de la
consommation d’aliments a haute densité énergétique. L’augmentation du poids est
associée a une élévation du tissu adipeux et son enrichissement en lipides, a une
hyperglycémie, un hyperinsulinisme, une hyperleptinémié et une hyperlipidémie. En effet,
les rats nourris au régime hypergras présentent une hypercholestérolémie résultant d’une
augmentation des taux en C-VLDL et C-LDL et une hypertriglycéridémie secondaire a
une augmentation de la production hépatique des VLDL et a la réduction de leur
catabolisme. Par ailleurs, une accumulation des lipides au niveau du foie et du tissu
adipeux suite a une augmentation de synthése ou une réduction de I’oxydation
caractéristique du régime hypergras. Ces altérations peuvent étre le résultat d’une
insulinorésistance associée a 1’obésité.

En ce qui concerne le statut redox, les résultats obtenus montrent que les rats nourris au
régime hypergras présentent un stress oxydatif intense caractérisé par une réduction du
pouvoir antioxydant total (ORAC) et une augmentation des teneurs plasmatiques,
érythrocytaires et tissulaires en malondialdéhyde, hydropéroxydes, protéines carbonylées

et des marqueurs de I’oxydation des lipoprotéines en faveur d’un stress oxydatif évident.



Les activités de la catalase et la superoxyde dismutase sont réduites au niveau des
érythrocytes, mais augmentées au niveau du foie, du muscle et du tissu adipeux chez les
rats nourris au régime hypergras ce qui aggrave 1’état de stress oxydatif.

L’augmentation de la masse grasse accompagnée de modifications notables de la
balance oxydante/ antioxydante place le stress oxydatif dans les acteurs majeurs des
complications métaboliques associées a I’obésité.

Le deuxieme point intéressant concerne les effets bénéfiques possibles de [I’huile
d’argan sur les altérations métaboliques chez les rats nourris au régime hypergras.

Nos résultats montrent une amélioration des troubles métaboliques chez les rats soumis
au régime témoin ou hypergras enrichi en huile d’argan. En effet, ’huile d’argan entraine
une perte de poids reflétée par une adiposité plus faible sans perte de masse maigre. La
diminution de la glycémie et de I’insulinémie plasmatique est une conséquence directe de
la perte du poids, peut étre attribuée a son profil en acides gras (oléique-linoléique).

Nos résultats montrent que la consommation de I’huile d’argan améliore le métabolisme
des lipides et lipoprotéines. En effet, on note une diminution des teneurs en triglycérides
au niveau des VLDL, du foie et du tissu adipeux, suggérant une diminution de la libération
des acides gras par le tissu adipeux qui entraine une diminution de la synthése des
triglycérides et par conséquent la production des VLDL hépatiques. L’huile d’argan
entraine également une diminution des teneurs en triglycérides et cholestérol au niveau du
plasma et des LDL.

La consommation de I’huile d’argan corrige 1’hyperglycémie et la dyslipidémie
provoquées par le régime hyperlipidique et atténue la stéatose hépatique développée
experimentalement par le régime hypergras, ce qui laisse suggérer que ce régime
augmente efficacement la capacit¢é du foie a excréter I’excés lipidique. Cet effet

hypolipidémiant et hypocholestérolémiant de 1’huile d’argan peut étre expliqué par sa



composition riche en acides gras insaturés (oléique-linoléique) ainsi qu’en antioxydants
(les polyphénols, stérols et les tocophérols).

Concernant le stress oxydatif, nos résultats montrent des effets positifs de la
consommation d’huile d’argan sur la peroxydation lipidique, évaluée par la diminution des
teneurs en hydropéroxydes et en malondialdéhyde au niveau du plasma, des érythrocytes
et de certains tissus. Par conséquent, la consommation réguliére d’huile d’argan offre une
bonne protection du plasma et des LDL contre la peroxydation lipidique, induit par une
augmentation du temps correspondant a la durée de la phase de latence (T lag) et une
diminution du taux de production maximal des diénes conjugués (Tmax).

De méme, I’huile d’argan augmente de maniére significative les teneurs plasmatiques en
vitamine E chez les rats. Ce résultat est intéressant puisque la vitamine E est ’antioxydant
majeur présent dans les LDL et elle est considérée comme la premiere ligne de défense.
Ainsi, ces LDL seront mieux protégés contre les oxydations radicalaires. De plus, L’huile
d’argan provoque une augmentation significative des activités enzymatiques de la
catalase et la superoxyde dismutase au niveau des érythrocytes, du foie et du muscle. Ces
résultats sont en faveur d’une défense antioxydante intracellulaire, peuvent étre reliés
principalement aux composants mineurs d’huile d’argan tels que les polyphénols et les
tocophérols qui sont des antioxydants puissants.

En conclusion, I’incorporation de 1’huile d’argan, une huile végétale naturelle a haute
valeur nutritionnelle (riches en acides gras insaturés et en composés bioactifs) dans le
régime hypergras a des effets associés a la perte du poids, améliore le métabolisme des
lipides et des lipoprotéines et protege contre la lipoperoxidation, tout en stimulant les
activités des enzymes antioxydantes, chez le rat obese, ce qui peut étre une cible
thérapeutique prometteuse dans la réduction de la sévérité des complications liées a

I’obésité chez I’homme.



Les résultats de ce travail de thése suggerent que les effets néfastes engendrés par
1’obésité peuvent étre corrigés par la consommation de régime alimentaire enrichi en huile
d’argan. Ces résultats indiquent que I’huile d’argan, un ingrédient intéressant peut étre
intégrer dans un programme diététique de perte de poids et d’amélioration du profil
lipidique anti-athérogéne et contribuer ainsi a réduire ’incidence de I’obésité et ses
complications a long terme. 11 est important de souligner que 1’huile d’argan présentait un
effet antioxydant in vitro confirmé par celui de la partie in vivo. La faible teneur observée
pour quelques de ces composés explique que I’implication de chacune de ses familles dans
I’amélioration de 1’état de santé général des consommateurs soit encore a 1’étude.

Il semble donc intéressant d’étudier les effets de ces composants sur le métabolisme
lipidique et oxydatif pour identifier dans la composition de cette huile naturelle les
substances qui lui conférent ces propriétés particulieres.

Il serait aussi intéressant d’étudier la composition en acides gras des lipides du plasma
et des organes. Toutefois, les mécanismes d’action de ces acides gras au niveau
physiologique ne sont pas completement €lucidés et d’autres études plus ciblées doivent
étre entreprise afin d’apporter des réponses claires aux nombreuses questions qui sont
encore en suspens.

Afin de compléter ce travail, la réalisation d’une étude phytochimique approfondie qui
consiste a la purification, 1’identification, caractérisation des polyphénols. Ainsi qu’une
étude histologique au niveau du foie, du muscle et de tissu adipeux pour mieux étudier les
complications liées a 1’obésité nutritionnelle.

Chez I’homme, ces résultats pourront contribuer au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques non médicamenteuses dans le domaine de l'obésité et de ses

complications.
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Figure Al: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols




Tableau Al: Poids corporel et consommation alimentaire chez les différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Parameétres
Poids corporel final (g) | 315.87£9.99°  295.37+8.06 ¢  370.04+11.38%  356.24+9.49"

Nourriture ingérée 29.36+2.54°" 27.7242.71° 35.28+3.56° 31.33+2.77®
(g/j/rats)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A2. Teneurs plasmatiques en glucose, insuline et leptine chez les différents lots de

rats.

Lots RT RTA RHG RHGA
Glucose (mmol/l) 5.84+0.35 ° 5.08+0.26 © 10.63+0.51%  9.79+0.43°
Insuline (ng/ml) 1.33+0.14 ¢ 0.86+0.11° 2.89+0.332 2.46+0.16 "
Leptine (ng/ml) 3.440.42 ¢ 2.84+0.44 ¢ 10.23+1.35*  9.83+0.87°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

differentes (a, b, c, d,e) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A3. Teneurs plasmatiques en protéines, créatinine et en urée chez les différents lots

de rats.

Lots RT RTA RHG RHGA
Parameétres
Proteins totals (g/l) 63.45+7.65 60.38+6.50 70.03+8.43 68.87+6.70
Créatinine (mmol/l) 8.26+0.55 7.87£0.41 7.68+0.49 8.03+0.47
Urée (mmol/l) 6.02+0.18 6.13+£0.30 6.24+0.28 5.97+£0.18

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. Aprés Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey

afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.



Tableau A4:Teneurs en triglycérides (mg/dl) du plasma et des lipoprotéines chez les

différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Parametr

TG 98.05+6.31° 85.38+5.19 ¢ 125.23+8.50%  115.27+6.69°
LDL- TG 28.44+3.10° 21.87+2.21° 43.56+4.33 2 40.10+3.39°
VLDL - TG 48.04+3.24" 40.57+2.28° 61.54+5.03° 53.28+4.56"
HDL - TG 20.88+2.63 21.62+2.83 19.72+2.41 20.95+2.29

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan ; TG : triglycérides ; LDL : lipoprotéines de basse densité ; VLDL : lipoprotéines de
trés basse densité ; HDL : lipoprotéines de haute densité. Apres vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et
entre les deux groupes de rats obéses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).



Tableau A5:Teneurs en cholestérol (mg/dl) du plasma et des lipoprotéines chez les différents

lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Parametres
CT 123.446.92°  109.87+6.06 ¢ 145.04+854%  128.65x7.77°
LDL-C 39.5745.66™  27.67+3.68%  57.16+8.9° 43.02+6.60°
HDL- C 59.18+6.29 62.82+7.15 52.52+5.45 55.95+5.38
VLDL-C 24.18+3.41°  1857+#3.66°  34.74+6.16° 29.28+5.07°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan; C: cholestérol ; CT : cholestérol total ; LDL : lipoprotéines de basse densité;
VLDL : lipoprotéines de trés basse densité ; HDL : lipoprotéines de haute densité. Apres
vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les
deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obeses est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et
comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b,

¢, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A6 : Teneurs en cholestérol libre et esters de cholestérol et activité de la lécithine

cholestérol acyle transférase (LCAT) chez les différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Parameters

cholestérol libre (mg/dl) 18.2+2.51° 13.27+2.00¢  33.06+4.34% 28.53+4.26°
esters de cholestérol (mg/dl) 175.68+9.10 160.32+12.66 187.01+12.75 170.80+£10.93
LCAT (nmol/ml/h) 52.30+5.74% 57.07+4.86% 21.72+2.85° 19.10+2.14°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan ; LCAT: lécithine cholestérol acyle transférase. Aprés vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et
entre les deux groupes de rats obeses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢) sont significativement
différentes (P < 0,05).



Tableau A7:Teneurs en protéines (g/l) des lipoprotéeines chez les différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA

Parametres

LDL- protéines 13.64+1.54° 12.67+£1.32° 23.36+3.71° 21.62+2.11°
VLDL - protéines  16.04+1.58° 13.57+1.61° 26.74+2.05° 27.78+3.11°
HDL - protéines 26.84+2.62° 28.62+3.45° 15.75+1.58° 14.27+1.98°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan ; LDL : lipoprotéines de basse densité ; VLDL : lipoprotéeines de tres basse densité ;
HDL : lipoprotéines de haute densité. Apres vérification de la distribution normale des
variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les
deux groupes de rats obeses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P
<0,05).



Tableau A8: Poids relatif (g/100g) des organes chez les différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Organes

Foie 4.72+0.61° 3.54+0.36° 5.91+0.65° 5.18+0.54%
Muscle 0.41+0.06 0.38+0.06 0.45+0.07 0.42+0.08
Tissu adipeux ~ 1.31%0.08° 1.15+0.06° 1.71+0.12°2 1.54+0.10°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime

témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats

nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile

d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des

moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est

effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey

afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A9 : Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les différents lots de

rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Organes
Foie 145.36+8.99 140.24+7.67 155.08+7.81 147.3+8.08
Muscle 62.03+£2.97 59.81+3.38 66.13+£3.70 63.14+4.64

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obeses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A10 : Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les différents lots de

rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Organes
Foie 39.33+3.64° 28.38+2.39° 59.47+6.98 2 48.64%5.25°
Tissu adipeux ~ 146.92+7.54°  128.82+6.22¢  176.21+10.29%  159.65+8.31"°
Muscle 24.00+6.65 21.43+2.20 27.5445.29 25.64+5.67

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime

témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats

nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile

d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des

moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est

effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey

afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A1l : Teneurs en cholestérol total (mg/g tissu) des organes chez les différents lots

de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Organe
Foie 11,79+0.88 " 9,79+0.71° 14,174+1.46%  12,15+1.12°
Tissu adipeux ~ 9,94+0.94° 8,14+0.45° 11,58+1.00° 10,74+0.93%
Muscle 5,87+0.55 6,08+0.73 6,65+0.58 6,18+0.75

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A12 : Teneurs en triglycérides (mg/g tissu) des organes chez les différents lots de

rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Organes
Foie 24,05+1.83°¢ 18.04+1.09 ¢ 35.70+3.41° 30.73+3.28"
Tissu adipeux  35,06+2.82° 27,04+2.23¢ 54,70+4.79° 45,93+4.08°
Muscle 17.21+1.04 16,37+1.81 18,15+1.78 16,85+1.14

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. Apres Vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des
moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A13: marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut oxydant chez les
différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA

m

MDA plasmatique (umol/L) 0.59+0.07° 0.38+0.06° 0.88+0.16° 0.70+0.10®
MDA érythrocytaire (umol/L)  6.81+0.48"  5.71+0.26¢ 8.05+0.69%  7.14+0.44°
HP plasmatique (umol/L) 2.59+0.52°  1.42+0.48° 3.91+0.66%  2.63+0.80°
HP érythrocytaire (umol/L) 8.34+0.75°  6.42+0.80° 10.47+1.08%  9.08+0.89 %"
PC plasmatique (nmol/L) 1.25+0.09° 1.23+0.07 ¢ 1.53+0.14%  1.49+0.10°
PC érythrocytaire (nmol/L) 5.68+0.57°  5.84+0.59°¢ 7.7740.92%  7.68+0.89°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime

témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats

nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile

d’argan. MDA : malondialdéhyde; HP : hydroperoxydes ; PC : protéines carbonylées. Apres

vérification de la distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les

deux groupes de rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est effectuée par le test

ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et

comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b,

¢, d) sont significativement différentes (P < 0,05).



Tableau Al4 : Marqueurs de 1’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques chez les

différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Parametre

T lag (min) 74.25+5.82° 85.05+6.07 49.15+4.24° 60.05+6.39°
T max (min) 177.25+8.33°  196.15+9.11° 147.15+5.80%  153.05+4.43°
DIC ti (umol/l) 3.79+0.65° 2.6620.34° 6.93+0.59° 6.25 +0.53°
DIC tm (umol/l)  9.89+0.73° 7.86+0.48¢ 12.53+1.57°2 10.44+0.61 "

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. T lag: temps correspondant & la durée de la phase de latence ; Tmax : temps
nécessaire pour obtenir 1’oxydation maximale ; DIC ti : dienes conjugués taux initial ; DIC
tm : diénes conjugues taux maximal. Apres Vvérification de la distribution normale des
variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et entre les
deux groupes de rats obeses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).



Tableau A15: Statut antioxydant chez les différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
m

Vitamine C (umol/L) 14.59+1.54  14.98+1.23 13.08+1.37 12.59+1.25
Vitamine A (umol/L) 12.56+1.03  11.72+0.79 10.68+0.97 11.93+1.72
Vitamine E (umol/L) 8.76+0.97°  10.12+0.82®  9.44+0.96° 10.710.76°
Catalase (U/g Hb) 144.84+48.14°  158.42+46.71°  115.43+4.87° 127.7345.76°
SOD (U/g Hb) 664.84+40.02° 748.03+46.36°  355.43+24.74° 423.73+30.92¢
GSH-Px (U/g Hb) 85.84+4.89 89.42+5.02 90.05+6.33 84.73+4.4.45
GSSG-Red (U/gHb) 47.04+4.77 48.82+3.83 49.79+5.79 51.53+4.69
ORAC (UA) 1.76+0.34%  1.92+0.38° 1.21+0.18" 1.40+0.21°

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. SOD : superoxyde dismutase ; GSH-Px : glutathion peroxydase; GSSG-Red :
glutathion réductase. ORAC : pouvoir antioxydant total. Aprés vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et
entre les deux groupes de rats obéses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢) sont significativement

difféerentes (P < 0,05).



Tableau 16: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie chez les différents lots de rats

Lots RT RTA RHG RHGA
Parameétres
MDA (nmol/g tissu) 21.93+2.50”  16.50+2.14° 30.46+4.04° 24.51+2.16"
HYDP (nmol/g tissu) ~ 16.51+1.63°  12.90+1.39° 20.25+1.93" 18.64+1.87°
PCAR (nmol/g tissu) ~ 1.99+0.32" 1.66+0.25" 2.80+0.42° 2.36+0.39%
Catalase (U/g tissu) 230.84+20.73° 282.03+24.87°  315.43+24.74  361.73+26.43"
SOD (U/qg tissu) 352.84+20.14" 402.82+23.04  431.43+29.76" 489.73+31.42°
GSH-Px (U/g tissu) 124.84+16.27° 161.63+24.58°  129.52+18.16®  135.89+20.35%
GSSG-Red (U/g tissu) 90.86+7.93 88.42+7.30 84.89+6.43 86.12+6.31

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. MDA : malondialdéhyde plasmatique ; HYDP : hydroperoxydes plasmatiques ;
PCAR : protéines carbonylées plasmatiques; SOD : superoxyde dismutase; GSH-Px :
glutathion peroxydase; GSSG-Red: glutathion réductase.  Apres veérification de la
distribution normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de
rats témoins et entre les deux groupes de rats obéses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢) sont

significativement différentes (P < 0,05).



Tableau A17: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle chez les différents lots de

rat

Lots RT RTA RHG RHGA

Parametres

MDA (nmol/g tissu) 22.97+2.83°  17.29+1.38° 27.82+2.98" 24.14%2.90®
HYDP (nmol/g tissu) ~ 7.23+0.88° 3.26+0.52° 16.87+2.94° 15.52+1.98
PCAR (nmol/g tissu) ~ 0.73+0.17° 0.82+0.15° 1.70+0.25% 1.63+0.21°
Catalase (U/g tissu) 90.04+8.41° 107.47+9.21° 110.80+9.31° 129.35+10.98"
SOD (U/g tissu) 141.84+13.55" 184.02+18.66° 231.32420.26%  249.73+24.30°
GSH-Px (U/qg tissu) 65.8445.61°  77.73+6.23° 72.5245.02% 74.2245.88%
GSSG-Red (U/g tissu) 51.24+4.02 54.03%5.51 57.3345.82 60.73+6.03

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. MDA : malondialdéhyde plasmatique ; HYDP : hydroperoxydes plasmatiques ;
PCAR : protéines carbonylées plasmatiques; SOD : superoxyde dismutase; GSH-Px:
glutathion peroxydase ; GSSG-Red : glutathion réductase. Apres vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et
entre les deux groupes de rats obéses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢) sont significativement
differentes (P < 0,05).



Tableau Al18: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu adipeux chez les différents

lots de rat

Lots RT RTA RHG RHGA
Parametres
MDA (nmol/g tissu) 19.30£2.33°  14.73+1.94° 23.71£2.01° 21.66+2.03°
HYDP (nmol/g tissu) ~ 17.79£3.23°  11.62+2.12° 24.75+4.20° 18.16+2.94
PCAR (nmol/g tissu) ~ 0.32+0.07 0.35+0.08 0.40+0.07 0.37+0.06
Catalase (U/qg tissu) 58.04+6.98°  65.67+7.60° 125.2010.32° 120.35+9.18"
SOD (U/qg tissu) 199.84+19,73" 244.03+22.13"™  293.51+25.40° 301.62+27.62°
GSH-Px (U/g tissu) 80,69+6.68 85.84+7.53 86.69+8.03 90.3148.65
GSSG-Red (U/g tissu) 72.84+5.24 80.68+6.68 79.3145.61 82.89+7.36

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 5. RT : rats nourris d’un régime
témoins ; RTA : rats nourris d’un régime témoins enrichi en huile d’argan ; RHG : rats
nourris d’un régime hypergras; RHGA : rats nourris d’un régime hypergras enrichi en huile
d’argan. MDA : malondialdéhyde plasmatique ; HYDP : hydroperoxydes plasmatiques ;
PCAR : protéines carbonylées plasmatiques SOD : superoxyde dismutase; GSH-Px:
glutathion peroxydase ; GSSG-Red : glutathion réductase. Apres vérification de la distribution
normale des variables, la comparaison des moyennes entre les deux groupes de rats témoins et
entre les deux groupes de rats obéses est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢) sont significativement
differentes (P < 0,05).






