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Avant propos




Avant propos

Plus de six milliards d'étres humains vivent sutrea@lanéte. Parmi eux, 850 Millions sont
sous-alimentés, alors qu'un milliard de personmed sbéses, exposées a un mode de vie
sédentaire avec acces quasi illimité a la nougiadrsouffrent de plus en plus des maladies de
pléthore (diabete, obésité, maladies cardiovaseslaetc....). L’obésité est la plus fréequente
des pathologies liées a la nutrition dans de nombpays, incluant les pays en voie de
développement. Les relations entre le systeme intaitn et I'obésité ont fait 'objet de
nombreuses recherches et il est bien admis quéditghest accompagnée par des altérations
de la fonction immunitaire et une augmentationdasgilité aux infections. Ces anomalies
sont liées a I'implication des nutriments dansrégmnses moléculaires et cellulaires. De plus,
la composition en acides gras de la ration lipidigalimentaire modifie la réponse
immunitaire en changeant les propriétés de la mangbdes lymphocytes. De nombreuses
études ont montré que les acides gras polyinsatiegda famille n-3 ont un effet bénéfique

sur la fonction immunitaire.

Notre travail de recherche s’inscrit dans le caditen projet de recherche portant sur la
détermination de la place de la nutrition dans sin@égie de prévention de I'obésité et des
désordres associés. Notre objectif principal estppfofondir nos connaissances sur les
altérations du systéme immunitaire associées &3itd et de démontrer que les acides gras
polyinsaturés (AGPI) peuvent améliorer la proliféma des lymphocytes. Nous avons utilisé
un modele animal d'obésité expérimentale et natriielle, le rat « Wistar » soumis a
différents régimes : un régime hyperlipidique gbérgalorigue nommeé régime cafeteria, et un
régime cafeteria supplémenté en I'huile de lin @idn acides gras polyinsaturés de type
omeéga -3. Ces régimes sont donnés aux rats « Wideamnelles pendant une période de un
mois. Ce protocole expérimental permet de mieuxprendre le développement de I'obésité
et de caractériser les altérations du systeme irtaienet les profils oxydants / antioxydants
suite au régime cafeteria. L'enrichissement dumégcafeteria en I'huile de lin permet de
vérifier 'amélioration de la fonction immunitaiet de la balance redox par les AGPI n-3, et

peut constituer une stratégie de traitement desialies associées a I'obésité.
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Introduction

Tout au long de I'histoire de 'Humanité, la pride poids et 'accumulation de réserves de
graisses ont été considérées comme des signestfe edade prospérité, en des temps de
travail harassant et de pénuries alimentaires &@gs. Cependant, aujourd’hui,
lindustrialisation et I'urbanisation amenent unévation du niveau de vie, entrainant des
changements dans les comportements et les habialmesntaires. La prise de poids et

I'obésité constituent une des plus graves menamasla santé publique (Ndiaye, 2007).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) consid&reésité comme l'une des principales
éepidémies non infectieuses du XXe et du XXle sideéle représente maintenant la deuxieme
cause principale de décés apres la cigarette (Hd20807). Autrefois considérés comme des
maux affectant les pays développés, le surpoid$obésité ont aujourd’hui rejoint la
malnutrition et l'infection au rang des problemes shnté publique majeurs des pays en
développement (Hossain et al.,, 2007). De plus,ébié est significativement associee a
I'hypertension artérielle, au diabéte, aux dyskpides, a l'insuffisance coronaire, cardiaque
et respiratoire, & la lithiase biliaire, & la pdtigie ostéo-articulaire, I'inflammation et a

certains cancers (Lamas et al., 2004 ; Basdevag)2

Durant les derniéres années, les différents rapmtat’OMS ont montré une augmentation
réguliere de la prévalence de I'obésité et de Bsxpondéral un peu partout dans le monde
chez l'adulte comme chez I'enfant (Gouranton etdraar, 2007). D’apres les dernieres
estimations mondiales pour 2005, environ 1,6 mdkad’adultes (Agés de 15 ans et plus)
étaient en surpoids et au moins 400 millions d’eduétaient obéses. On estime que 'obésité
frappe 18 % de la population mondiale, et a augénéet 50 % ces sept dernieres années.
L’OMS prévoit en outre que d’ici 2015, quelques Zdliards d’adultes présenteront un
surpoids et plus de 700 millions seront obésesay¢]i2007 ; Didier et al., 2009.I'Union
européenne, les dernieres estimations de L'IAS@iihational Association for the Study of
Obesity) montre que la prévalence du surpoids €btiésité est de 61,7% chez les hommes
et de 47,1% chez les femmes, soit, 17,2% des hormemn&6,7% des femmes sont obéses
(L'IASO, 2007). En France, et selon I'étude natienautrition santé (ENNS, 2006), 49,3 %
des adultes (57,2 % des hommes et 41,4 % des fénsoes en surpoids ou obéses
(Castetbon et al., 2008). Aux Etats-Unis, la préneé de I'obésité reste cependant nettement
supérieure (32,2 % en 2003-2004) et environ 60%adeopulation présentant un surpoids
(De Bandt, 2004 ; Charles et al., 2008).
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D’aprés les données de 'OMS, il apparait que Kitéeexiste aussi bien dans les pays en
développement que dans ceux émergents comme les caayMaghreb. Au Maroc, la
prévalence de I'obésité atteint 3,7% chez les hosnen0,5% chez les femmes. En Tunisie,
elle est respectivement de 7,7% et 30,2% (Ndia@@7R Le surpoids et 'obésité sont devenu
un probleme de santé publiqgue qui menace I'Alggialeb et Agli, 2009), selon
I'Organisation mondiale de la santé la prévalere¢abésité chez I'adulte est de 5,2% chez
les hommes et de 13,4% chez les femmes (Ndiay&)200

L’OMS définit 'obésité comme une surcharge pontEpar exces de masse grasse qui a des
conséquences néfastes pour la santé, dans seditr@ssions, somatique, psychique et
sociale (Ziegler, 2009). La mesure de la massesgratant difficile a réaliser en pratique
clinique, une estimation de la surcharge pondésatedonc utilisée pour définir 'obésité :
'indice de masse corporelle (IMC) ou body masseindBMI) qui est égal au poids (en

kilogramme) divisé par la taille (en metre) au égBerdah, 2010).

Si les valeurs normales pour la population adwt& somprises entre 18,5 et 24,9 k{/ie
surpoids est caractérisé par un IMC entre 25,09¢® Rg/nf, alors que I'obésité avérée
commence a partir de I'IlMC de 30 kdinet lorsque I'IlMC est supérieur & 40,0 ké/ron

parle de I'obésité massive ou morb{@zrdah, 2010)

L'obésité est une pathologie du tissu adipeux (Besdt, 2002). Le développement de
'obésité résulte d’'une régulation anormale de #ahce énergétique et/ou de celle des
macronutriments Higure 1). Elle est principalement expliquée par un bilarergatique
positif prolongé: apports énergétiques accrus et diminution desrd&gs. L’'exces calorique
s’accumule sous forme de graisses dans le tispewadi(Tounian, 2004). C’est une inflation
des réserves énergétiques, stockées sous formerigigcérides dans les adipocytes
(Basdevant, 2002).

Au cours de la phase dynamique de I'obésité ou ephtbs gain de poids, les apports
énergétiques globaux sont supérieurs aux dépensegétiques. Durant la phase de maintien
de I'obésité, le poids reste constant, quoiqu’esi€eau cours du temps (Binnert et Tappy,
2001). Son stade de constitution résulte d’'un stgekd’énergie excessif. Sa persistance

indigue une adaptation du bilan d’énergie (Basdg\z002).
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Figure 1 : Conséquences d’'un déséquilibre énergétique (Darieet Mozaffarian, 2008).

L’exces de lipides et de glucose postprandial ércans le sang et est repris par le pancréas,
le foie et le tissu adipeux. Les adipocytes stotKes triglycérides dans les gouttelettes
lipidiques, aboutissant & une hypertrophie descagiies. Ces expositions en exces entrainent
un dysfonctionnement cellulaire, qui se manifesae ges anomalies dans les adipokines,
augmentation des acides gras libres circulantsn &tat pro-inflammatoire. Ce qui affecte les
muscles squelettiques (accumulation de lipidesistedge périphérique a l'insuline), le
muscle cardiaque (dépbts lipidiques), et la dysfoneendothéliale. L'exposition des cellules

B a I'excés de nutriments favorise la résistancmsuline ; expose les hépatocytes a un exces
de graisses et de glucides entrainant ainsi linsusistance et la stéato-hépatite.
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L’augmentation de la masse grasse est d’abordiled’iane augmentation de la taille des
adipocytes (hypertrophie), puis le nombre de ceflildugmente (hyperplasie) (De Ferranti et
Mozaffarian, 2008). La taille des adipocytes estéultat de la balance lipogenése/lipolyse.
Au dela d’'une certaine taille, la cellule adipensegrossit plus, 'augmentation des capacités
de stockage nécessite une augmentation du nombreeltides. C'est I'hyperplasie. Le
nombre des adipocytes peut ainsi s’accroitre danardes proportions. L’augmentation du
nombre d’adipocyte résulte du processus dadipaggngui implique un processus de

prolifération des cellules souches et leur différation en adipocytes (Basdevant, 2006).

Une fois différenciées, les cellules restent didples pour stocker les lipides. Le nombre de
cellules peut rester élevé, méme aprés perte dis.plinsi au-dela d’une certaine ampleur et

d’'une certaine durée, le retour devient tres diffi(Basdevant, 2002).

L’exces du tissu adipeux est associé a des an@maktaboliques. L'augmentation des taux
d’acides gras libres circulant contribue a l'ineoliésistance en inhibant l'utilisation du
glucose, la synthese de glycogene, la glycolysesnetavorisant la synthese hépatique de
glucose. Les acides gras libres perturbent la phasmle d’activation intracellulaire
consécutive a la liaison de l'insuline a son réeaptnotamment en agissant sur des protéines
telles les insulin receptor substrates (IRS-1) d8-Khase. Par ailleurs, I'élévation des
métabolites des acides gras tels le diacylglyd@nairise I'activation de nombreuses kinases,
comme la protéine-kinase C, a l'origine des boudesétrocontréle négatif sur les voies de

transduction de l'insuline (Bouglé et Annane, 2009)

L’'obésité est associée a une variété de dyslipideifitbbeling et Ockene, 1998). Les sujets
obeses sont fréguemment caractérisés par un étatlydépidémie, dans lequel les
concentrations plasmatiques des triglycérides angmentées et celles des HDL cholestérol
(high density lipoprotein) sont abaissées (Des{dr@d4).

Le tissu adipeux blanc a été longtemps considénéne un simple tissu de stockage et de
réserve d’énergie. Il est maintenant reconnu pesrfenctions endocrines et ses multiples
implications dans la régulation de 'lhoméostasiergétique, mais aussi dans les processus
immunitaires et inflammatoires locaux ou systémgflégure 2) (Feve et al., 2006 ; Antuna-

Puenté et al., 2008). Le tissu adipeux est un tis&érogene composé d'une variété de
cellules: des adipocytes matures, des précursdipsa@taires, des cellules endothéliales, des

macrophages, des vaisseaux et des nerfs, des I{iqyd® du tissu de soutien. Le tissu
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Figure 2 : Effets délétéres de I'excés de tissu adipeux \@$cEFAV) responsable de

manifestations systématiques contrairement a I'ext®tissu adipeux sous cutané (TASC).
(Schlienger et al., 2010).
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adipeux est un organe endocrine et paracrine dhenearquable plasticitéBasdevant,
2008 ;Clément et Vignes, 20091l est maintenant établi que via la sécrétion déégules
biologiqguement actives, le tissu adipeux joue ute r@éterminant au sein d’'un réseau
complexe de communications entre organes et pagt@insi aux altérations métaboliques et

aux pathologies associées a I'obésité (Dray e2@08).

Le tissu adipeux sécrete des hormones, ainsi catrds molécules, rassemblées sous le
terme d’adipokines (Feve et al., 2006) qui sontlinugées dans la régulation du métabolise
énergétique ainsi que dans l'inflammation et lporése immunitaire chez 'homme et

I'animal d’expérimentation (Katagiri et al., 200Fantuzzi, 2009).

Au cours de I'obésité, 'augmentation de la masdmeuse modifie la production de la
plupart des adipokinefigure 3). Le rbéle de ces adipokines sur le métabolismedégt

largement étudié : certaines participent favorable@mau maintien de I’homéostasie
énergétique (adiponectine, leptine...), alors quautces ont un effet délétere sur le

métabolisme (Dray et al., 2008).

Les adipokines les plus étudiées pour leurs ligas Ehoméostasie pondérale et la sensibilité

a l'insuline restent la leptine et I'adiponecti@dgment et Vignes, 2009).

La leptine est une hormone peptidique de 16 kDapootant 167 acides aminés et
dont la séquence est fortement conservée parneéreliffes especes chez les mammiféres
(Gaucher et al., 2003). Le géne codant pour lareptst nommé ob. La leptine régule le
poids corporel en diminuant I'appétit et en augraehtes dépenses énergétiques (Friedman
et Halaas, 1998).

Le récepteur de la leptine Ob-R est le produit dnegdb (Baumann et al., 1996). Les effets
anorexigenes de la leptine sont dépendants dutetoePb-Rb, dont la partie cytoplasmique
est plus longue que celle de toutes les autresrisel (Halaas et al., 1995). Le récepteur Ob-
Rb est retrouvé de maniere abondante au niveathg@thalamus, qui est une région du
cerveau jouant un réle important dans le contrél€appétit. Les souris déficientes en leptine
(ob/ob) ou en l'expression de la forme longue de sécepteur (db/db) présentent un
phénotype d’obésité sévere, se caractérisant paaugmentation de la prise alimentaire et

une diminution des dépenses énergétiques (Zhaalg £094).
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Figure 3: Les anomalies des adipocytes dans I'obésitérétdgro-athérogenes de l'adiposité
(Sanz et al., 2008).

by

Le gain pondéral progressif conduit a I'élargisseindes adipocytes et un état pro-
inflammatoire avec une augmentation de l'activatides macrophages, la sécrétion de
cytokines, et des lésions endothéliales. ER :uketio endoplasmique; IKK : IkappaB kinase;

interleukine : IL; JNK : c-Jun N-terminal kinase, QR : monocytes chimiotactique protéine;

SAA : sérum amyloide A; TLR : récepteur Toll-liKENF : facteur de nécrose tumorale.
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La leptine est produite par le tissu adipeux, n&galement par d’autres tissus dont le
placenta, les os, les glandes mammaires, lesdtdBoovariens ou I'estomac, et ses récepteurs
sont présents dans la majorité des tigRavanan et al., 2008). Les taux circulants derepti
corrélent avec limportance de la masse grasseaetcpnséquent, les individus obeses
présentent des taux sériques de leptine plus ékpwédes sujets minces (Considine et al.,
1996). Des souris lipodystrophiques (avec un t&fipeux absent ou trés réduit) ont des taux
de leptine plasmatique trés bas (Lafontan, 2003).

La leptine peut influencer les réponses inflamnratoen modulant la production de cytokines
pro- ou anti-inflammatoires (Xiao et al., 2003)u$teurs études ont montré que les taux
circulants de leptine sont augmentés au cours deepsus infectieux et inflammatoires
(Figure 4). L'expression du géneb dans le tissu adipeux et les taux circulants dénep
augmentent apres l'administration de stimuli prilaimmatoires tels que I'administration
systémique de LPS (Grunfeld et al., 1996).

L’adiponectine est une protéine fortement exprirdéas le tissu adipeux. Elle est connue
sous plusieurs noms [ACRP3®&dipocyte Complement-Related Protein of 30 kbDa
adipoQ] chez la souris et [GBP2&¢latin-Binding Protein28) ou APM1 AdiPose Most
abundant gene transcript)]lchez 'homme. Ses concentrations circulantes représentent
0,01% des protéines plasmatiques, sont de I'ordre @ 30 mg/l chez des sujets minces, alors
gue celles en leptine ne sont que de 2u&@/8(Feve et al., 2006). C’est une protéine de 247

acides aminés chez la souris et 244 chez 'homrima & al., 2006).

Il existe une relation étroite entre I'adiponectmeé et la sensibilité a I'insuline et une relation
inverse entre l'adiponectinémie et le degré d'd@ésihez 'homme, qui touche plus
particulierement la graisse viscérale. Les mécagssdiaction de I'adiponectine en font une
molécule qui jouerait un réle protecteur contréhié&oclérose et I'insulinorésistance (Feve et
al., 2006).

L'adiponectine est une des rares molécules proglyge le tissu adipeux qui présente des
propriétés insulinosensibilisatrices, anti-inflamaoiges et antiathérogend&igure 5). Les
pathologies présentant une insulinorésistance cobolngsité, le syndrome métabolique ou le
diabéte de type 2 s’accompagnent généralement didippnectinémie faible (Kim et al.,
2006).
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Figure 4: Dialogues paracrines entre macrophages, préadg®at adipocytes via les
adipokines (Clément et Vignes, 2009).
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Figure 5 : Effets insulinostimulants, anti-inflammatoires etiathérogénes de I'adiponectine
(Kim et al., 2006).

Elle augmente I'oxydation des acides gras au nivaumuscle et du foie. Elle stimule
I'entrée du glucose dans le muscle et diminue lgafiéogenése dans le foie, contribuant a
une meilleure sensibilité a Tlinsuline. De plus,leelinhibe le développement de
I'athérosclérose et semble donc jouer un réle @ésde syndrome métabolique (TZDs :
thiazolidindiones ; CML : cellules musculaires éss
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L’'obésité a été associée a un dysfonctionnementuimitaire. Chez ’homme, les réponses
des lymphocytes périphériques a des stimulationmiiegénes sont réduites (Smith et al.,
2007). Une diminution des fonctions des cellulest B, une augmentation de la phagocytose
des monocytes et des granulocytes, une stimuladionmétabolisme oxydatif, et une

augmentation du nombre de leucocytes ont été d€Eetderico et al., 2010).

Des recherches récentes ont montré que I'obégsittnedément critique dans la régulation de
la réponse immunitaire et inflammatoire (Sorsealet2009). Une immunosuppression, une
augmentation de la frequence des infections, etattéauation de la réponse anticorps, sont

quelques effets observés sur 'immunité au cournsbésité (Marcos et al., 2003).

Les relations entre l'inflammation du tissu adipeeixles complications métaboliques de
'obésité ont été évoquées il y a une quinzainerBas (Clement et Vignes, 2009). Il est
actuellement admis que I'obésité induit une inflaation chronique qui influence le

développement des pathologies associées a I'ol{@st@nan et al., 2008).

La réponse immunitaire spécifique est assuréegslymphocytes principalement localisés

dans les organes lymphoides primaires (moelle esseiuithymus) ou ils sont produits, dans

les organes lymphoides secondaires (rate et gasdlymphatiques) ou la réponse est initiee
ainsi qu'aux sites d’entrée potentielle des pathegétels que les muqueuses. Les cellules
activées circulent dans les différents tissus par Moies sanguines et lymphatiques afin
d’assurer le controle et I'élimination spécifiquesdcellules infectées ou endommagées
(Calmels, 2004).

Il existe deux grandes classes de lymphocytes,lyiephocytes B (LB), qui sont les
précurseurs des plasmocytes sécrétant les antiebtes lymphocytes T (LT), qui assurent a
la fois des fonctions effectrices et régulatriceslal réponse immunitaire spécifiq(feigure

6) (Calmels, 2004).

La réponse adaptative présente deux volets : lans&phumorale, basée sur la production
d'immunoglobulines par les plasmocytes issus ddiffarenciation des lymphocytes B et la

réponse cellulaire basée sur I'action des lymphescyt qui coordonnent les différents axes de
la réponse immunitaire et détruisent les cellutdscdtées (Defranco et al., 1995 ; Calmels,
2004).
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Figure 6 : Immunité non spécifique et spécifique (Dranoff, 200

La réponse immunitaire non spécifique est la preanligne de défense de notre organisme;
elle englobe des facteurs solubles comme les pexté&lu complément, et des composantes
cellulaires incluant les cellules mastocytaires, dellules dendritiques, les macrophages, les
granulocytes et les cellules Natural Killer. La gépe spécifique, plus lente & se mettre en
place, est caractérisée par sa speécificité antjgéniet sa mémoire. Elle comprend les
lymphocytes B, T CD4+ et T CD8+. Les cellulesdlet T Natural Killer peuvent étre placées

a l'interface entre réponse non spécifique et igde.
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Les lymphocytes B sont caractérisés par le faitsgpbssédent a leur surface cellulaire des
molécules d’anticorps ou immunoglobulines capablegeragir directement avec l'antigéne :
leur récepteur spécifique le BCR (B-Cell RecepfDgfranco et al., 1995).

Un lymphocyte B donné ne fabrique que des anticoggsnnaissant une seule et unique
région de I'antigene ou déterminant antigénique.pBriphérie (ganglions lymphatiques et
rate), une série d'étapes de maturattcensforme les lymphocytes B qui ont reconnu
'antigéne par leurs anticorps de surface, en pbastes, cellules spécialisées dans la
sécrétion des anticorps. Les anticorps de surfacelgmphocyte B et les anticorps secrétés
par le plasmocyte issu de la différenciation delygephocyte B reconnaissent le méme

antigene (Rouas et al., 1993).

Les lymphocytes T achevent leur maturation danthyenus. lls portent a leur surface une
molécule de reconnaissance de I'antigene, appelééckpteur T (T cell receptor ou TCR).
Les récepteurs T reconnaissent I'antigéne présamtdes molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) a la surface des celkl@résentatrices d'antigenes (CPA),
macrophages, cellules dendritiques, lymphocyteseBJors de certaines réponses des
lymphocytes T, toutes les cellules nucléées degdimisme (Rouas et al.,, 1993 ; Calmels,
2004).

Les lymphocytes T sont responsables de la répaonsmumitaire a médiation cellulaire. Les
lymphocytes T matures sont subdivisés en deux gubations ayant des fonctions
distinctes : les lymphocytes T auxiliaires en amsgldelper (CD4+) et les lymphocytes T
cytotoxiques (CD8+). Ces deux populations facilittn réponse a meédiation cellulaire de
deux facgons : les lymphocytes T auxiliaires ou lde=p(CD4+) produisent les cytokines (ce
sont des facteurs solubles secrétés apres le t@viac les antigénes spécifiques), amplifient
la réponse immunitaire innées, induisent la répopae les anticorps; alors que les
lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) attaquent etudsént directement les cellules étrangeres

ou anormales (Simone et al., 2008).

De nombreux facteurs endogenes participent a lalatgn métabolique et fonctionnelle des
cellules immunocompétentes. Parmi eux, soulignomsrdle des adipokines (leptine,
adiponectine) qui jouent aussi un role importamtsda réponse inflammatoire et immunitaire

en lien avec I'état nutritionnel (Fantuzzi, 2005).
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Ainsi, la leptine stimule I'activité des cellulehgmyocytaires et régule la différenciation et
'activation des lymphocytes TFigure 7) (Caldefie-Chezet et al., 2003). Un travail
expérimental montre que son inhibition permet detréder la réponse auto-immune en
réduisant la prolifération de certains phénotypedythphocytes T (De Rosa et al., 2006).
L’adiponectine est un régulateur négatif importate I'hématopoiese et du systeme
immunitaire (Hattori et al., 2006) mais son acé&iinmunorégulatrice dominanievivo n’est

pas clairement établie et dépend probablement diexte physiopathologique.

Un certain nombre de travaux ont montré récemmast|gbésité était associée a un état
inflammatoire chronique infraclinique concernaninpipalement le tissu adipeux blanc,
caractérisé chez le sujet obése par un infiltrammderophages entre les adipocytes. Cet état
inflammatoire chronique induit une insulinorésis@nune intolérance au glucose, voire un
diabéte de type 2. Il est caractérisé par un edegwoduction d’adipokines (en particulier de
leptine), responsable d’une activation anormale aigtaines voies de signalisation
intracellulaire de la réponse immunitaire et inflaatoire, et par voie de conséquence, de

l'induction de la production de médiateurs inflantoii@es (Bastard et al., 2006).

Cette activation chronique de la réponse immumta&t inflammatoire diminue, voire se
normalise, en cas de réduction de la surchargedpaied(Van Dielen et al., 2004). A c6té de
ses conséquences sur le métabolisme du glucasi#artimation chronique du sujet obése

peut également directement favoriser I'athéroge(Bastard et al., 2006).

Au cours de l'obésité, I'accumulation de graisse mweau du tissu adipeux conduit a
linduction d’'un stress oxydant systémique, chez lengeurs et 'hnomme (Gouranton et
Landrier, 2007).

Le stress oxydatif correspond a une perturbatiostdtut oxydatif intracellulaire, induite soit
par production excessive de radicaux libres, sait giminution de la capacité de défense
antioxydante. Les effets des radicaux libres soopqrtionnels a l'intensité et a la durée de
leur production (Morel et Barouki, 1999 ; Berged0B).

En effet, les radicaux libres sont des moléculesatmmes qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe. état leur confére une instabilité

énergeétique et cinétique (Koechlin-Ramonatxo, 2006
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Figure 7 : Principaux effets de la leptine décrits in vivarewitro sur 'immunité (Caldefie-
Chézet et al, 2003)
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Du fait de leur instabilité énergétique, les radicalibres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un éteatu en prenant un a une autre
molécule : ils peuvent donc étre réducteurs ou arigl En jouant le réle d’accepteur ou
donneur d’électrons, les radicaux libres ont d@nprbpriété d’étre extrémement réactifs vis-
a-vis des autres molécules, possédant un tempsndievie extrémement court (de la nano- a

la milliseconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006)

De nombreux facteurs, tels que des perturbationsbukques, I'inflammation, des agents
physiques, des cytokines, la présence d’oxydardgemes, peuvent conduire a la formation
de radicaux libres. Les radicaux libres réagissardc des substrats oxydables (dont le
glucose) et produisent des radicaux carbonyles. @asiers ont de multiples effets
intracellulaires, dont la glycation de protéine'sjtération de la structure de I'ADN, la
génération de produits de peroxydation des lipiééda modulation de la transcription de

nombreux genes (Morel et Barouki, 1999).

Par sa configuration électronique, 'oxygene moliéice est un radical libre. Il possede en
effet deux électrons non appariés. Heureusemettlogage cinétique limite sa réactivité : les
spins de ces deux électrons célibataires sontl@asalui attribuant une stabilité relativement
grande. Cependant, dans I'organisme une partieedexygene moléculaire peut capter de
maniere univalente et séquentielle @élactron conduisant alors la formation du chef itke f
des espéces oxygénées réactives : I'anion superdyd 16—0, ") (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

Les dérives réactifs de I'oxygéne sont produits caurs de la réduction de l'oxygéne
moléculaire en eag(Figure 8). Le transfert d’'un électron a I'oxygene engendreddical
superoxyde (¢)), transformé sous l'action de la superoxyde dissit(SOD) en peroxyde
d’hydrogene (HO,). Celui-ci n’est pas, chimiqguement parlant, unigadlibre oxygéné
(RLO) comme la plupart des autres espéces reaadwd'®xygene, mais, biologiquement, il
se comporte comme tel. Par addition de nouveauwtréfes, HO, donne naissance au radical
hydroxyle (OH). Ce dernier, hautement réactif, peut s’attaquerlaa plupart des
macromolécules (hydrates de carbone, protéineslesaanucléiques, lipides donnant des
lipoperoxydes), désorganisant leur structure chumigt altérant leurs fonctions biologiques.
D’autres réactions chimiques conduisent enfin afdanation d’'acide hypochloreux et
d’'oxygéne singulet sous l'action de la myéloper@sal granulocytaire, ou encore a la
formation de dérivés complexés a des catabolitera@hoxyde d’azote, les peroxynitrites. Le
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Figure 8 : Formation en cascade des différentes espéces meggé&éactives a partir du

radical superoxyde (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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monoxyde d’azote, quant a lui, est produit soustibm de la NO synthase (NOS), en
particulier de sa forme inductible (iNOS) au codes phénomenes inflammatoires aigus ou
chroniques, a partir d’arginine, d’'oxygene et delN?d (Reimund, 2002).

Notre organisme est équipé d’'un systéme complex@étenses antioxydantes enzymatiques
et non enzymatiques, localisé dans les compartsnirita- et extracellulair¢Figure 9)
(Favier, 2003).

Un antioxydant (AOX) est une substance qui inhiberetarde significativement I'oxydation
d'un substrat, alors gu’elle présente une conctotrarés faible dans le milieu ou elle

intervient (Berger, 2006).

A I'heure actuelle, deux catégories de systéme éfende ont été mises en évidence. Le
systeme endogéne est constitué d’enzymes ou d&agéducteurs (superoxyde dismutase,
catalase, glutathion peroxydase, ..) dont I'actst de neutraliser les espéces oxygéenees
réactives (EOR) par leur transformation en mokésdtables et non réactives. L’organisme
posséde une seconde ligne de défense « les piédeuradicaux libres » qui sont des
composés pour la plupart apportés par I'alimentagiodont le role essentiel est de neutraliser
les effets toxiques des EOR, limitant ainsi touteiate de I'intégrité cellulaire. (Koechlin-
Ramonatxo, 2006)Le Tableau 1 reporte les principaux antioxydants non-enzymatqu

retrouvés dans I'alimentation.

Les SOD éliminent les radicaux superoxydes par aligtion du radical en 48, et en OH et
OH (Mn SOD dans la mitochondrie, CuZn SOD dans l@sft et les érythrocytes). Elles
permettent d’éliminer les radicaux superoxydes nma®/oquent I'apparition de peroxyde
d’hydrogéne diffusible et dangereux a distancesyathése des SOD subit un rétrocontréle
négatif par les fortes concentrations de peroxytgddogene. L’activité des SOD est
dépendante des apports nutritionnels en cuivre et eoindre degré en zinc (Goudable et
Favier, 1997).

Les catalases reduisent le peroxyde d’hydrogéeste eh libérant de 'oxygéne et de I'eau.
Elles sont localiséesurtout dans les peroxysomes. Elles n’éliminent [gagotalité du
peroxyde d’hydrogene, mais leur rble est trés ingmbrsurtout en présence d’ions ferreux en
permettant d’éliminer I'excés de peroxyde (Lindahfard et Shaffer, 1993).
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Figure 9 : Mode d’action des principaux systemes enzymaticarégxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
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Tableau 1 : Principaux antioxydants non enzymatiques et ssualgmentaires associées

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments

Sources alimentaires

antioxydants

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi,atn
poivron

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de maisrieg oeufs
NOoix

B-caroténe Légumes et fruits orangés, et vert foncés

Sélénium Poisson, oeufs viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, léegumes verts, huitres,
produits laitiers

Flavonoides Fruits, légumes, thé vert

Acides phénoliques

Céréales complétes, baiesgseris

Tanins

Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de la cystéine,
glutathion

Caseéine, Lactalbumine (petit-lait), produits latig
Brocoli, chou

(Eufs, poissons, viandes
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Les glutathion peroxydases (GSHPX) réduisent leopelte d’hydrogene M, et les
hydroperoxydes lipidiques. Pour leur fonctionnemefiés utilisent le glutathion réduit (GSH)
comme cofacteur sur lequel elles transferent I'éxa le transformant en glutathion oxydé
(GSSG). Dans la cellule, dans les conditions plygiques, la forme glutathion réduit est
prédominante (95 %). Les GSHPX connues sont degmew a sélénium. Le sélénium est
intégré dans la protéine sous forme de sélénoogstée facteur limitant de la synthése des
sélénoprotéines, et donc des GSHPX, est la tent&naicellulaire en sélénium (Vitoux et al.,
1996).

Le stress oxydant selon sa nature et son intepgitgé entrainer une modification de la
synthése des GSHPX pour une meilleure adaptatidlnlaiee ou une inactivation de
'enzyme. Il est important de noter que la luttentce les radicaux libres passe par effet
complémentaire des SOD et des GSHPX. En effet, adical superoxyde n’est pas
particulierement agressif pour les milieux biolaglg, les SOD seules ont donc un effet
ambigu générant du peroxyde d’hydrogéne qui, Isi,tes cytotoxique expérimentalement
surtout en présence de traces de fer. Il faut d@rmrésence concomitante des SOD et des
GSHPX pour obtenir un effet protecteur optimum oeres radicaux libres (Goudable et
Favier, 1997).

Parmi les défenses antioxydantes non enzymatidegsjitamines jouent un role essentiel
(Roussel et Ferry, 2002).

La vitamine E agitn vivoetin vitro en neutralisant les radicaux libres, devenantreene un
radical non toxique. La réduction de la vitamin@Xydée est assurée par la vitamine C. Les
concentrations de ces deux vitamines sont doncssaitement liées pour la protection contre
la peroxydation lipidique. La vitamine E est I'amydant liposoluble qui a la plus grande

concentration molaire cellulaire (Meydani, 1995).

La vitamine C (acide ascorbiquayit en régénérant la vitaminearkvivo, maispeuin vitro. In
vivo, elle est maintenue sous forméduite par I'action de la déshydroascorbate récheciui

utilise le glutathion comme cofacteur (Goudabl&astier, 1997).

Les caroténoides (vitamine A [gicarotene), apportés par I'alimentation, ont ure ésentiel
dans la neutralisation des effets toxiques des HiDiant ainsi toute atteinte a l'intégrité

cellulaire. Lep-carotene, précurseur de la vitamine A, capte P@ne singulet sous faible
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pression d’oxygene et, avec les autres caroténaldeke pouvoir de terminer les réactions en
chaine de lipoperoxydation. Ainsi, une alimentatiuilibrée, riche en fruits et Iégumes, est
nécessaire pour l'efficacité cellulaire de notgstéme antioxydant, afin de préserver un
equilibre cellulaire adéquat entre EOR et antioxysldGoudable et Favier, 1997 ; Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Le glutathion joue un réle majeur dans la protecties lipides, des protéines et des acides
nucléiques contre I'oxydation. En situation de strexydant, son réle protecteur et détoxifiant
résulte principalement de sa fonction de coenzyrme GSHPX. Il fait aussi I'objet
d’interactions synergiques avec d’autres composdntsysteme de protection antioxydante
tels que la vitamine C ou la vitamine E (GoudalblEaier, 1997).

La survie d'un radical libre in vivo est extrémerhdnméve, de l'ordre de la fraction de

milliseconde. La déterminatiorin vivo du stress oxydatif est donc trés difficile,

particulierement en clinique, permettant seulemardétection des dégats que ces radicaux
libres causent aux molécules et tissus sur lewsgoes Les méthodes analytiques disponibles
ont toutes des points faibles, et aucune ne dontierement satisfaction. On peut mesurer les
antioxydants endogénes, déterminer la capacitéxaatante totale du plasma, détecter le fer
libre, mesurer I'activation des neutrophiles, g&h la bioluminescence pour visualiser les
formes radicalaires ou utiliser la spectroscopitedtEon Spin Resonance). On peut aussi

guantifier les produits oxydés :

e Lipides : lipoperoxydes, malondialdéhyde, F2-isspane, ou le 4-hydroyenal ;

e Protéines : groupes carbonyles, anticorps coegsarémes groupes carbonyles ;

e ADN : test comete qui permet de quantifier pactetghorése sur gel la quantité d’ADN

endommagée (proportionnelle a la taille de la quiul comete).

Cette derniére méthode semble prometteuse, caicalplgl en clinique et trés reproductible
(Berger, 2006).

Plusieurs études portées sur I'hnomme et I'animalnontré que la sous ou suralimentation
affecte profondément la réponse immunitaire etriess oxydatif (Verwaerde et al., 2006). De
nombreux nutriments sont reconnus pour leur capacinoduler les fonctions immunitaires,

en particulier en situation inflammatoire. De nopbx travaux, tant expérimentaux que
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cliniques, ont pu ainsi démontrer le rle de cagacides aminés (glutamine, arginine), des
lipides (acides gras poly-insaturés des sérieseh43-6), des vitamines antioxydantes et des
oligoéléments (Moinard, 2006).

Notre alimentation actuelle est représentée pam@psrts lipidiques importants, notamment
en acides gras saturés (AGS). Or, l'effet d'unecausommation de ces nutriments sur le
meétabolisme de certains tissus, foie et muscle lstjiggie en particulier, ne semble pas
neutre. Un nombre important d’études ces derniar@®es a pu décrire les anomalies

meétaboliques liées a une telle consommation (Wdledral., 2010).

Un nombre croissant de preuves scientifiques seggeée certains lipides sont cruciaux dans
de nombreux processus liés a la survie, la croigsahla différentiation cellulaires. Ils sont
notamment impliqués dans la transduction intrataéte, les réarrangements du cytosquelette
et le trafic membranaire (Bazan, 2005).

L’influence des lipides est complexe, puisqu’etisulte d’'un équilibre subtil entre acides gras

saturés et acides gras polyinsaturés et, parmilegsers, entre ceux de la série oméga-3 et
ceux de la série oméga-6, dont les principaux sgm@nts sont, respectivement, l'acide

linolénique (LNA) et I'acide linoléique (LA) (Youu et al., 1993 ; Moinard, 2006).

Elle est déterminante dans l'inflammation qui esé wéponse immunitaire non spécifique.
Elle s’exerce également dans I'immunité spécifiguiest-a-dire au niveau des lymphocytes T
et des lymphocytes B. Les membranes de ces celkdaes constituées de lipides dont
dépendent non seulement leur fluidité, mais égatér@emobilité des récepteurs dont elles

sont pourvuegFigure 10) (Youinou et al., 1993).

Les modifications de la réponse immunitaire etamfinatoire par les acides gras (AG) sont
multiples et complexes et dépendent de nombreuanpetre tel que type et quantité d’'AG
apportégWu, 2004).

Globalement, les acides gras poly-insaturés deétee sméga-3 (AGPI n-3) diminuent
lintensité de la réponse inflammatoire et modulentsysteme immunitaire (Rees et al.,
2006).Ces propriétés sont a l'origine de leur qualificatd’ immunonutriments, méme si de
nombreuses questions restent a résoudre avanndaitre leur place précise et leur intérét en

thérapeutique chez 'Homme (Hasselmann et Reim20@#).
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Figure 10 : Mécanismes par lesquelles les acides gras poutrraxemcer leurs effets sur la

fonction des cellules immunitaires (Calder, 2007).
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La composition du régime alimentaire en AG a chadgémnaniére significative depuis les
années 1960, ou l'obésité a commencé a augmenterpremier changement a été
'augmentation du rapport acides gras polyinsatfdsPI) / acide gras saturé (AGS), en
raison de l'augmentation de la consommation desehuiégétales riches en acides gras
polyinsaturés, plutét que les graisses animaldassaqnt plus riches en acides gras saturés. Le
second changement est 'augmentation subséquertendenu des acides gras polyinsaturés
en oméga-6, alors que celui des oméga-3 a dimin@sibdemeuré constant. Cela est d0 a des
niveaux tres élevés des AGPI n-6 dans les huilgetaées les plus courantes (soja, mais,
tournesol, etc.) utilisés dans l'alimentation hureaainsi que dans l'alimentation animale
(Legrand et al., 2010).

D’un point de vue nomenclature chimique, les om@&gse distinguent des omeéga-6 par la
position de leur premiere double liaison qui esttgm par le troisieme atome de carbone a
partir de I'extrémité N-terminale de I'AG et nonsppar le sixieme, d’ou leur appellation n-3
ou w-3. L'acide linoléique, précurseur de la famillesd&GPI n-6 peut étre transformé chez
les végétaux en acide alphalinolénique (ALA, 18:33npremier AGPI n-3Kigure 11). Les
animaux et les humains ne possedent pas la caplac#gnthétiser ces deux AGPI n-3 et n-6
et leur apport ne peut se faire que par l'alimémmatd’ou leur qualification d’AG essentiels.
Chez I'hnomme et I'animal, les mémes enzymes ingemvent dans la synthése des oméga-3
comme l'acide eicosapentaénoique (EPA) et I'acideodahexaénoique (DHA) et oméga-6
comme l'acide arachidonique (AA&jgure 11). Il en découle une compétition entre ces deux
familles pour le développement de leurs dérivésab@adiques. Ainsi, un exces d’'apport en
acide linoléique pourrait compromettre la produttdiEPA et de DHA a partir de I'acide
ALA (Blondeau et Schneider, 2006).

La forte consommation de graisse est étroitemelidereau développement de I'obésité
d’origine nutritionnelle. Il existe également desdénces trés claires sur le fait que la nature
des graisses alimentaires peut affecter le métbelilipidique et le dépbt de graisses
corporelles ; ainsi, c'est non seulement la tereis également la composition en acides gras

des lipides alimentaires qui doivent étre consiee®aclot et Oudart, 2000).

Le premier r6le des AGPI et aussi le plus documest&elui de composants structuraux. Ils
sont la base de la bicouche lipidique qui constituges les membranes cellulaires, ce qui les
implique dans la fluidité et la perméabilité memiziaes ainsi que dans de nhombreuses voies
de signalisation intracellulaire (Blondeau et Sctiee 2006).
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Famille des Oméga-6 Famille des Oméga-3
Origine Végétale
CH,
COOH CH, COOH
C18:2n-6 C18:3n-3

Acide Linoléique (LA) Acide alpha-Linolénique (ALA)

Elongase =
Delta 5 désaturase Origine Animale
et/ou Animale
CH,
COOH CH3 COOH
C20:4n-6 C20:5n-3
Acide Arachidonique (AA) Acide eicosapentaénoique (EPA)
Elongas
Delta 6 d@8aturase
B-oxydati@h partielle
CH,
VWAAANNAN o
COOH /\=/\=A=/\=/\=/\=/\/
C22:5n-6 CH3 C22:6n-3
Acide docosapentaénoique Acide docosahexaénoique (DHA)

Figure 11 : Les différents acides gras poly-insaturés de lallardes oméga-3 (n-3) et des
oméga-6 (n-6) (Blondeau et Schneider, 2006).
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Les acides gras poly insaturés (AGPI) sont conmus pffecter le développement du tissu
adipeux. Plusieurs études rapportent en effet gueohsommation de régimes riches en
graisse contenant des AGPI n-3 d’huile de poissoitd I'hypertrophie de dépbts adipeux par
rapport a la consommation de régimes riches ersggatontenant du lard (graisse saturée)
chez le rat (Hainault et al., 1993). Des résulstsilaires ont été obtenus sur plusieurs
modeles tels que le rat Zucker génétiguement oltesmuris, la sourisb/obgénétiquement
obése, le hamster et ’'homme. Globalement, les AGRIinfluencent le développement du
tissu adipeux en fonction de sa localisation anajoe) de la teneur en AGPI du régime et de

la durée du traitement nutritionnel (Raclot et @wud2000).

Une croissance du tissu adipeux est associée appont omég®d/oméga-3 tres élevélne
supplémentation en acides gras polyinsaturés dérlaoméga-3 (EPA/DHA) a une action
directe sur le tissu adipeux : antiadipogénicuer, une diminution de la prolifération des
adipocytes, par une diminution du stockage dessgaidue a une augmentation de la béta
oxydation et une diminution de I'activité d4&Gsynthase (Ailhaud, 2007).

Chez le raton, I'ingestion d’un régime hyperlipidejenrichi en AGPI n-3 (alpha-linolénique)
se traduit par une hypoplasie et une hypotrophieggort a I'ingestion de régimes enrichis
en acides gras soit saturés, soit monoinsatur@gle(améique), soit AGPI n-6 (acide

linoléique) (Ailhaud, 2001).

Les AGPI peuvent réguler I'expression de genesiqupk dans le métabolisme des lipides a
travers un groupe de facteurs de transcription laples peroxisome proliferator-activated

receptors (PPAR). De nombreuses possibilités exista ce qui concerne le contrdle de

I'expression génique par les AGPI dans le foieatsdle tissu adipeux. Plusieurs arguments
sont en défaveur des PPAR comme I'élément de répams AGPI. Des facteurs dépendant
des types cellulaires et/ou de leur localisatioat@mique sont probablement impliqués dans
I'effet spécifique des AGPI sur I'expression géeidpien que d’autres mécanismes ne soient

pas exclus (Raclot et Oudart, 2000).

D’importantes études ont démontré les effets bgnéé et protecteurs des AGPI n-3
alimentaires sur les anomalies lipidiques et imnhogiques associées aux maladies
métaboliques (Harris, 1989; Lichtenstein et al.98;9Storlien et al., 1998; Calder, 2001;
Kelly, 2001). Il est admis que les AGPI n-3 abardes concentrations plasmatiques en

cholestérol et en triglycérides (Harris, 1989) etiyent donc étre utilisés dans le traitement
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des hyperlipidémies associées a I'obésité (Stoglieal., 1998). Plusieurs mécanismes ont été
proposés pour expliquer I'effet hypocholestérolérhides AGPI n-3. lls mettent en jeu une
réduction de la synthése des VLDL et/ou des LDLe wmugmentation des récepteurs
hépatiques aux LDL, une diminution de I'absorptiotiestinale du cholestérol et une

augmentation de I'excrétion fécale des stéroidesr{siet al., 1989)

Les AGPI n-3 sont également susceptibles de réetpilmetabolisme lipidique directement au
niveau adipocytaire. Des expériences réalisées dgscadipocytes isolés ont montré une
augmentation de la lipolyse stimulée apres consdiomal’AGPI n-3 comparée a une

consommation de lard (Rustan et al., 1993).

Une supplémentation en AGPI n-3 améliore le coatghycémique et augmente la sensibilité
a linsuline chez les obéses. Les AGPI n-3 sonidepent métabolisables donc moins
stockés d’'ou leurs effets favorables sur la balamzzgétique lors de I'obésité (Storlien et al.,
1998).

Les effets bénéfiques des AGPI n-3 sur le stregdaiif paraissent de plus en plus évidents.
Les AGPI n-3 modulent les activités des enzymem@aydantes et augmentent |'efficacité du

systeme de défense antioxydant de I'organisme (Baeet al., 2009). L'effet bénéfique des
AGPI n-3 peut aussi étre lié a la régulation desegedes enzymes impliqués dans la

lipogenese et dans la prolifération des adipodi@ésrlien et al., 1998).

L’acide linoléiqgue (LA, précurseur des omeéga-6) leicide alpha-linolénique (ALA,

précurseur des oméga-3) sont d’une importance mea@ans le cerveau, la rétine, le foie, les
reins, les glandes surrénales et les gonades. diesfdmilles d’acides gras sont abondantes
dans la nature. LA se trouve dans les graines ghifmrt des plantes a I'exception de la noix
de coco, le cacao et le palmier. ALA se trouve daaschloroplastes des légumes a feuilles

vertes et dans les semences comme I'huile detllthugle de colza (Zeghichi et al, 2003).

L’huile de lin est une huile végétale extraite dgaines d'une plante herbacée annuelle

membre du genrd&inum dans la famille des Linacead.inum usitatissimum(également

connu sous le nom commun de lin). Elle est 'une ples anciennes huiles commerciales, et
le solvant d’huile de lin traité a été utilisé pantdes siécles comme une huile de séchage de
la peinture et de vernissage. L’huile brute edisee® comme astringent en lotion fongicide,

insecticide et a montré des propriétés insectifugedérées (Kaithwas et Majumdar, 2010).
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Les avantages de I'huile de lin ont été démonteds din certain nombre d’études animales et
humaines, ces avantages peuvent étre liés au iebtelet 'acide a-linolénique (ALA)
impliqué dans le blocage de la formation et letrees eicosanoides pro-inflammatoires et
des cytokines (Morris, 2003).

Selon Simopoulos et Robinson (1998), I'huile dedst une des plus hautement insaturés de
toutes les huiles. Elle représente la plus richecgoveégétale d’'acide a-linolénique (ALA; 50-
62% d’huile de lin, ou «22% de graines de lin @e8g (Pan et al., 2009), En outre, I'huile de
lin contient 12,7% de l'acide linoléique, ce quinde le rapport n-3/n-6 le plus élevé parmi

toutes les sources végétaf@ableau 2)(Tzang et al., 2009).

L’huile de lin a des antécédents de consommatimmealtaire en Europe et en Asie pour ses
bienfaits potentiels pour la santé, qui incluerd dffets anti-cancéreux, une activité antivirale
et bactéricide, anti-inflammatoire, réduction dessi un effet laxatif et la réduction des
risques athérogenes (Craig, 1999). Comme une atieena I'huile de poisson, I'huile de lin,
a suscité un intérét en tant qu’agent potentiglinflammatoire en raison de la capacité de
I’ALA d’étre converti en EPA chez les humains et &mimaux (Cohen et al., 2005).

La supplémentation en acides gras omeéga-3 a aéi@sschez plusieurs espéeces, a des effets
systémiques anti-inflammatoires dus aux altératctinsnétabolisme de I'acide arachidonique
et une réduction de la production de plusieurseausubstances inflammatoires (Delobel et
al., 2008).

Abdel-Moneim et al. (2010), dans une étude portéedgs rats albinos males, ont évalué
I'effet de I'huile de lin sur le stress oxydatifduit par I'acétate de plomb ainsi que sa toxicité
au niveau du foie, et ont montré que I'huile derbduit de maniere significative les Iésions

hépatiques et I'inflammation et, évidemment, aginme un agent hépatoprotecteur.

Dans des études nutritionnelles a long terme, ledéfes animaux restent irremplagables
(Ailhaud, 2001). Plusieurs modéles animaux ontuéitésés dans l'investigation des maladies
chroniques qui menacent la santé publique dansephsspays tel que I'obésité, le diabete
type 2, I'’hypertension...etc., parmi ces modeles stasies ob/ob, le rat Zuker fa/fa sont les
plus utilisés (Carroll et al., 2004 ; Ruth et 2D08).

Dans nos sociétés, l'obésité est le plus souventékltat d’interactions entre des

prédispositions génétiques et I'environnement (Arat Mercer, 2007). En effet, les modes
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Tableau 2 : Composition en acides gras de différents produdsgine végétale (Cuvelier et

al., 2004).

Huiles Huile de| Huile de| Huile de | Huile de | Huile Huile de
Acides colza mais lin soja tournesol | d'olive
gras
Ci14:0 - 0,0 - 0,1 - 0,1-1,2
C16:0 4,8 10,9 5,3 10,3 5,4 7-16
Cl6:1 0,5 - - 0,2 0,2 1,6
C18:0 1,6 1,8 4,1 3,8 3,5 1-3
Cis:1 53,8 24,2 20,2 22,8 45,3 | 65-85
C18:2 22,1 58,0 12,7 51,0 39,8 4-15
C18:3 11,1 0,7 53,3 6,8 0,2
C20:0 0,1-0,3
Autres 6,1 4,4 4,4 5,0 5,6

Teneur exprimée en pourcentage des acides gras {@d 00g d’acide gras *100)
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de vie ont changé faisant place a une sédentane,diminution de l'activité physique et
surtout une forte augmentation de la consommat®malrriture trés énergétique, a haute
teneur en sucres et en graisses. Tout ceci faviarisgse en place d’'une balance énergétique
tres positive (Friedman, 2000 ; Drewnowski, 20Q28.prise alimentaire est liée a I'obésité
non seulement du point de vue volume d’ingestats rmassi dans le terme de composition et

qualité du régime (Amin et al., 2008) .

Pour étudier I'effet des facteurs nutritionnelgygpkurs types de régimes expérimentaux ont
été décris chez les animaux. La plupart de cesnegyse focalisent sur un nutriment ou une
catégorie de nutriment (par exemple les lipidesFlactose, le sodium) mais cela ne
représente pas le régime occidentalisé de I'honieen{gné et al., 2006).

La premiére description d’'un régime hypergras (Haghdiet; HFD), induisant I'obésité
nutritionnelle était en 1959 par Masek et Fabrys létudes ultérieures ont révélé que ce
régime induit I'hyperglycémie et l'insulinorésistan(Buettner et al., 2006). De plus, ce type
de régime est caractérisé non seulement par saittaganduire I'augmentation du stockage
des lipides dans le tissu adipeux, mais aussipaaugmentation du stress oxydatif de tous le
systeme (Scoaris et al., 2010).

Outre le réegime hypergras, I'obésité nutritionnedlgt induite par le régime cafeteria. Ce
régime comporte une variété d’aliments riches daries et agréables au golt consommeés
par ’'homme, a savoir les chips, le chocolat, l&éples saucissons, le fromage, les biscuits
...etc., dans des proportions variables. Ce réginpeicglorique et hyperlipidique induit chez
le rat une hyperphagie et une obésité (Louis-Stdved984). Ce modéle est proche au
développement de I'obésité nutritionnelle chez wime suite a la surconsommation
volontaire de ces aliments savoureux (Barber £1885).

Le régime cafeteria, tres palatable et riche earigs, peut altérer la balance énergétique de
'animal. L’augmentation de la prise alimentairesetvée dans les études de I'obésité chez
’homme peut étre expliqué par un fort appétit alxnents sucrés et riches en graisse.
Cependant, les rats nourris au régime cafeteria,ogtiun acces libre a ses différents

composants, choisissent aussi les aliments sutmshes en graisses (Esteve et al., 1994).
Typiquement, ce régime induit une hyperphagie, aumgmentation de la prise alimentaire et

'obésité (Shafat et al., 2009). De plus, les smis au régime cafeteria présentent des

anomalies métaboliques et un stress oxydatif évi@uanane et al., 2009)
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Selon Lamas et al. (2002), la majorité des étudet@s sur 'immunité utilisent le modele
animal génétiqguement obése avec des mutationsriudgela leptine ou de son récepteur, or
peu de cas de ces mutations ont été détecté dimmrtie. C'est pourquoi ils ont adopté le
modele de rongeur sous le régime cafeteria, dabstlele tester 'hypothése que le régime
induisant I'obésité (diet-induced obesity DIO) ati les fonctions des lymphocytes et des

monocytes (Lamas et al., 2002).

Katagiri et al. (2007) considérent le régime hypasg HFD) comme le meilleur modéle pour
tester les effets de I'obésité sur 'immunité assades similitudes pathologiques retrouvés

chez 'homme (Katagiri et al., 2007).

Ainsi, l'utilisation de modéles d'obésité basés &irconsommation de régime enrichi en
graisse et/ou en sucre semble étre pertinente pepnoduire l'obésité communément

observée chez I'homme. Afin de reproduire au milsxhabitudes alimentaires humaines
occidentales, nous avons donc choisi d’utiliseragime de type « cafeteria » qui consiste en
un mélange d’aliments du commerce riche en gra$sen sucre (Berraondo et al., 1997;
Groubet et al., 2003).

Le but de notre travail est de déterminer les gfflet régime cafeteria enrichi ou non en acides
gras polyinsaturés n-3 (huile de lin) sur quelgyasrametres immunologiques et

métaboliques, ainsi que sur la balance Redox aegHgcytes chez la rate Wistar adulte.
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|. Protocole expérimental

L’étude est réalisée sur des rats femelles addket/pe Wistar contrdlés du point du vue
géneétique et sanitaire, élevés a I'animalerie &aau du département de Biologie, Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie et des scieteds Terre et de I'Univers (SNVTU),
Université de Tlemcen. L'élevage est réalisé darespiece éclairée 12 h par jour, et dont la
température est maintenue constante (22 a 25°s)ahenaux ont un acces libre a I'eau du
robinet et a la nourriture ; régime standard a IRprotéines, fabriqué par TONAB (Office

Nationale d’Aliment de Bétail, Remchi Wilaya de ifleen).

L’'obésité est induite chez le rat par le régimeetafa. Ce régime, hypercalorique et
hyperlipidique, induit une hyperphagie suivie d’'wi#sité dont 'installation est rapide chez

le rat Wistar.

Les rates agées de deux mois et d’'un poids irdgal00 + 20 g, sont nourries pendant un
mois, avec un régime témoin ou un régime cafetemaichis ou non en I'huile de lin. le
régime cafeteria est composé de 50% de régimeasthetide 50% d’un mélange de saucisse-
biscuit secs- fromage- chips- cacahuétes- choabtet, les proportions; 2: 2: 2: 1: 1: 1 selon
le protocole de Darimont et al. (2004). L’huilelgdecontient 56% de C18 :3 n-3, 15% C18 :1

n-9 et 5% d’acides gras saturés (Vandeputte hejlbtouscron, Belgique).
Ainsi quatre lots sont constitués :

- un lot témoin constitué de 6 femelles recevamétgme standard +2,5% d’huile de table isio
(TS).

- un lot expérimental constitué de 6 femelles raoéle régime cafeteria (CS).

- un lot expérimental constitué de 6 femelles raoéVe régime standard enrichi en I'huile de
lin (2,5%) (TL).

- un lot expérimental constitué de 6 femelles racéVe régime cafeteria enrichi en I'huile de
lin (2,5%) (CL).

La composition des différents régimes consomméseganates est donnée dang &bleauld
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Tableau 3: Composition des régimes consommes par les raté% (@mndéraux).

Constituant régime
en %
Témoin Cafeteria Témoin lin Cafeteria lin

standard TS cS TL CL
Protéines totale$ 19 21,50 18,50 21
Glucides totaux 56 33,50 56,50 32,50
Lipides totaux 8,50 30 8,50 32,50
Fibres 4 2 4 1,50
Humidité 7,50 9 7,50 8,50
Minéraux 4 3 4 3
Vitamines 1 1 1 1
Acides gras :
-AGS 27 42 20 30
-AGMI 24 30 18 24
-C18 :2n-6 45 27 36 20
-C18 :3n-3 3 1 25 26
-C20 :4n-6 1 0

La composition des régimes est déterminée au lehrale Produit Naturels du département
de Biologie, Faculté SNVTU, Université de Tlemcdma composition en acides gras est
déterminée au laboratoire UPRES lipides, Faculté sidences Gabriel, Université de

Bourgogne, Dijon, France.
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Le poids des rates est noté chaque semaine, latooeiingérée est calculée en soustrayant le

reste de la nourriture de celle administrée quextidement.

A la fin de I'expérimentation (aprés un mois deimég, les rates de chaque lot sont pesées
puis anesthésiées au moyen d’une injection de pariiital sodique a 6,5 % (0,1ml par 100g
de poids corporel), apres 12 heures de jelne. hg sst prélevé par ponction dans l'aorte
abdominale. Le sang prélevé est réecupéré dans wuwess ta EDTA pour les tests
hématologiques et biochimiques. La rate est soiggraent prélevée, rincée avec du NaCl a

9%o, ensuite pesée. La rate est utilisée pour Eis@nt des splénocytes.
Il. Paramétres biochimiques
II.1. Détermination des teneurs en glucose

Le glucose plasmatique est déterminé par la métlemymatique et colorimétrique en
présence de la glucose oxydase (GOD). Le glucoseaslé en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogene. Ce dernier, en présence dexysase et de phénol, oxyde un
chromogeéne (Le 4- amino-antipyrine) incolore enleourouge a structure quinonéimine. La
coloration obtenue est proportionnelle a la comrre¢ioh en glucose présente dans
I’échantillon. La lecture se fait a une longueunrtdle de 505 nm (Kit PROCHIMA).

Il. 2. Détermination des protéines totales

Les protéines totales sont dosées sur le plasmia pa¢thode colorimétrique de Biuret (Kits
QUIMICA CLINICA APLICADA S. A, Espagne). Les protées forment avec les ions
cuivriques, en milieu alcalin, un complexe colom@ntd/intensité est proportionnelle a la

concentration en protéines. L’absorption est mesarg50 nm.
I1.3. Détermination des teneurs en créatinine

La créatinine plasmatique est dosée par une mettmdameétrique basée sur la réaction de
I'acide picrique avec la créatinine en milieu basidormant un complexe coloré en jaune
orange. L’intensité de la coloration est mesuréena longueur d’'onde de 530 nm (Kit
PROCHIMA).
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[1.4. Détermination des teneurs en urée

L'urée plasmatique est dosée par une meéthode owtiigue basée sur ['utilisation du

diacetylmonooxine et des ions *fel’urée réagit avec le diacetylmonooxine en présen

d’'ions FE" et d’un réducteur, pour donner un complexe colmérose. L'intensité de la

coloration obtenue est proportionnelle a la quéandiurée présente dans I'’échantillon. La
lecture se fait a une longueur d’onde de 525 nihRROCHIMA).

II.5. Détermination des teneurs en acide urique

L’acide urique plasmatique est dosé par une méthobtgimetrique. L'acide urique est dosé

par réduction d’'un réactif phosphotungstique enemiblcalinisé par le carbonate de sodium.
L'intensité de la coloration bleue obtenue est prbpnnelle a la quantité d’acide urique

présent et est mesurée a une longueur d'onde @@g&e nm (Kit PROCHIMA).

[1.6. Détermination des teneurs en cholestérol tota

Le cholestérol du plasma est dosé par une méthot@irnétrique enzymatique (Kit
PROCHIMA). Les esters de cholestérol sont hydraysadr la cholestérol ester hydrolase en
cholestérol libre et acides gras. Le cholestébokli produit et celui préexistant, est oxydé par
une enzyme cholestérol oxydase/ncholesterone et peroxyde d’hydrogéne. Ce dermier e
présence de peroxydase oxyde le chromogene en mposeé coloré en rouge. La
concentration quinoneimine colorée mesurée a 50Gsindirectement proportionnelle a la

guantité de cholestérol obtenu dans le plasma expsmée en g/l.
II.7. Détermination des teneurs en triglycérides

Il s’agit d’'une méthode colorimétrique enzymatigikit PROCHIMA). Les triglycérides

plasmatiques sont déterminés apres hydrolyse enimypmaen présence d’une lipase.
L’indicateur est la quinoneimine formée a partir pleroxyde d’hydrogéne, de 4-amino-
antipyrine et de 4-chlorophénol sous l'action gdatqlie de la peroxydase. La concentration
est déterminée a une longueur d’'onde de 500 nretetx@rimée en g/l. La concentration en
guinoneimine obtenue est proportionnelle a la dtéamte triglycérides présente dans le

plasma.
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lll. HEmogramme

[1l.1. Frottis sanguin

L’examen du frottis de sang permet d’étudier aueizision la morphologie cellulaire et de

caractériser les différents types de cellules.

Une gouttelette de sang est déposée sur une lamerenet sert a la préparation du frottis
sanguin. La coloration permet l'identification diesicocytes grace a leurs caractéristiques
propres mises en évidence par un colorant appropriéréalise la coloration du frottis par
une solution de May-Grunwald-Giemsa, basée surgdlensuccessif de deux colorants: le
May-Grunwald et le Giemsa. Le premier fixe le fioftar son alcool méthylique et colore les
éléments acidophiles et les granulations spécifigies leucocytes. Le second colore surtout

les noyaux et les parties azurophiles.

Le frottis est examiné au microscope optique addade I'objectif 40, puis a immersion
(objectif 100).

[11.2. Numération globulaire

a)- Numération des hématies:

La numération des hématies permet de calculerngbr® absolu de cellules contenues dans
un certain volume de sang. Le sang est amené diluimn convenable a l'aide de I'eau
physiologique a 9%.. Le comptage se fait dans ulieleguadrillée placée sur un microscope

(cellule de Thomas ou cellule de Malassez).

b)- Numération des leucocytes

La numeération des leucocytes permet de calculenodebre absolu de globules blancs
contenus dans un certain volume de sang. Le sangmené a une dilution convenable a
l'aide du liguide de Hayem qui lyse les hématiedaetse subsister les leucocytes. Le
comptage se fait dans une cellule quadrillée placéain microscope (cellule de Thomas ou

cellule de Malassez).
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[11.3. Dosage de I'hémoglobine : Méthode de Drabkin

L’hémoglobine est dosée par la méthode colorimééride Drabkin (cyanométhémoglobine).
Le F€? de I'hémoglobine est oxydé en Bele la méthémoglobine par le ferricyanure de
potassium qui est ensuite transformée en cyanomeétjiébine un composé stable par le
cyanure de potassium (KCN). L'absorbance du cyatioénéoglobine directement

proportionnelle a la concentration en hémoglobést mesurée a 546 nm.
IV. Paramétres immunologiques
IV.1. Préparation des splénocytes-T

La rate est écrasée doucement au dessus d'une dahs un milieu RPMI 1640. La

suspension cellulaire obtenue est filtrée afinidigler les amas cellulaires restants. Aprés
centrifugation (2000g x 10min), le culot est regar 15ml de PBS (PH 7,4), puis déposé
dans une boite de pétri afin déliminer les maceg@s qui vont adhérer a la surface
plastique. Aprés incubation d'une heure & 37°Csf@énocytes lavés sont par la suite remis

en suspension dans 400ul de milieu de culture RE&JIO0.

Afin de tester la viabilité des cellules isoléeBRde cette suspension cellulaire sont prélevés
dans un tube sec et complétés a 1 ml avec du RBM.goutte de bleu de Trypan (colorant
permettant de distinguer les cellules vivantes) aeutée, la numeération cellulaire est
effectuée sur la chambre quadrillée de la celtldeMalassez. Par la suite, la suspension
cellulaire est ajustée & une concentration de®4cglules/ml et ainsi préparée pour les

différentes incubations.
IV.2. Test de transformation lymphoblastique (TTL)

Le TTL permet d'étudier la prolifération in vitroed splénocytes T stimulés par I'agent
mitogene spécifique la concanavaline A (Con A &igrBt. Louis, MO, USA), a une

concentration finale de 5 pg/ml.

Les splénocytes T sont mis en culture (2cHllules/puits) dans le milieu RPMI 1640 au quel
sont ajoutés le tampon HEPES (25 mM), L - Glutam(i@®M), et la streptomycine (100

png/ml), en présence ou en absence de la Con A/(BI) et de I'insuline (5 pug/ml).

39



Matériel et méthodes

Les cultures sont réalisées sur des plaques ELES®6dpuits a fond plat (Nunc- Elisa). Les
essais sont réalisés en triple. Les cellules santhiées en présence d’'un mélange synthétique
d’acides gras (SIGMA) afin d’évaluer leurs effetsvitro sur la prolifération des splénocytes.

Ce mélange est constitué d’acides gras oméga Bé&ga 6 (DHA, acide docosahexanee,
C22 :6n-3 / EPA, acide écosapentaenoique, C20 /54L3 acide linoléique, C18 :2n-6).

La solution mere de ce mélange a une concentrdgof83000 uM DHA /1500 uM EPA /20

MM AL), est préalablement préparée dans de I'éthano

Une dilution au 1/10 est préparée dans le milieMR&in d’obtenir la concentration (300
UM DHA /150 uM EPA /2 uM AL).

A partir de cette solution, on prend un volume O@l2pour le mettre dans les puits de la
plaque d’incubation. Le milieu d’incubation contiei®0 pl de suspension cellulaire, 20 pl de
Con A et/ou 20 pl de mélange d’acides gras, et@siplété a 200 pl avec le milieu RPMI.

Ainsi, dans le milieu, les concentrations finaléacitles gras sont a (30 uM DHA /15 uM

EPA /0,2 uM AL) Figure 12).

Les plaques sont incubées a°87 5% de C@pendant 48 heures. A la fin de l'incubation, les
cellules sont prélevées dans des tubes secs. lissspat lavés avec le milieu RPMI 1640

afin de récupérer 'ensemble des cellules.

La détermination de la prolifération lymphocytaise fait par comptage des cellules (cellule
de Malassez), confirmée par la méthode du MTT (4[3-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tétrazolium bromide] et le dosage deséinass.

Une prise aliquote des suspensions cellulaireserdrifugée a 6000 tours/min pendant 15
minutes. Les cellules (culot) servent a la déteatnim des paramétres du statut

oxydant/antioxydant intracellulaire, apres lysdudaire.
IV.2.1. Comptage des splénocytes T :

Le comptage des splénocytes T se fait a 'aidead=llule de Malassez. Le principe est basé
sur le décompte au microscope optique des celkdemées au bleu de Trypan, contenues

dans un volume de suspension cellulaire déteretia&dilution connue.
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puits 1 2 3 4 6

composants

< : Suspension cellulaire (4.326/ml)
~ :Insuline (5 pg/ml)
/ . Concanavaline A (5 pg/ml)

A  cides gras (30 uM) soit (30 uM DHA /15 pM ERX/uM AL)

Figure 12: Représentation schématique de la plaque d’incuhatio
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IV.2.2. Détermination de la prolifération des spléncytes T par la méthode du MTT

La méthode du MTT est une méthode colorimétriqugébasur la capacité des enzymes
mitochondriales (succinate déshydrogénase) darceleses vivantes de transformer les sels
de tétrazolium (couleur jaune) en produits insashde formazan (couleur bleue violacée). La
concentration de Formazan obtenue est directepreportionnelle au nombre de cellules
présentes dans la suspension cellulaire. Cettaitped permet de mesurer la viabilité et la
prolifération des splénocytes T, et les résultatd paralleles a ceux obtenus par la méthode
de référence utilisant la thymidine radioactinearporée dans ’ADN (Mosmann, 1983). La
solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2@iphenyl tétrazolium bromide] (Sigma,
USA) est préparée a une concentration de 5 mg/md atampon phosphate (PBS, PH 7,4),

filtrée puis conservée a 4° C a I'abri de la luraiér

Aprés isolement des splénocytes, une suspensitulaie de 1x10 cellules/ml, sert & la
préparation de la gamme étalon suite a différedilesions. 100uL de suspension cellulaire
de la gamme étalon ou des différentes incubatipugs) sont incubés en présence de 10uL
de MTT (5 mg/ml) a 37° C, 5% C@endant 3 heures.

L’addition de 100 pL de HCL 0,04M dans l'isopropapermet la dissolution des cristaux

bleus Formazan.

La lecture des densités optiques se fait au spewitoméetre a 630 nm. La courbe étalon

permet d’obtenir directement le nombre de cellohs/
IV.2.3. Dosage des protéines cellulaires
Se fait selon la méthode de Lowry et al. (1951):

Aprés récolte et centrifugation des cellules, 5dg@ltampon de lyse (NaOH 0,5 N) sont

ajoutés au culot cellulaire. 20 pl sont par laespiiglevés et serviront au dosage des protéines.

Pour la gamme étalon, I'albumine sérique bovingr(i Chemical Company, Saint Louis,
MO) utilisée comme standard, est préparée a padime solution mere de 1 mg/ml. Le
dosage est réalisé grace aux ions cuivre qui forenest les protéines un complexe cuivrique

en milieu alcalin. L’ajout du réactif de Folin géaavec la protéine cuivrique et donne une
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coloration proportionnelle a la quantité en prad€iprésentes dans I'échantillon. La lecture

est réalisée a 695 nm.
V. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant au niveau des splénocytes

Apres récolte et centrifugation des splénocytetiaim ou stimulés, les cellules sont lysées
(avec du NaOH 0,5 N) et le surnageant est prédénéle déterminer quelques marqueurs du

statut oxydant/antioxydant cellulaire.
V.1. Dosage des protéines carbonylées (Méthodeldrvine et al., 1996)

Les protéines carbonylées (marqueurs de I'oxydairoteique) sont mesurées par la réaction
au 2,4-dinitrophénylhydrazine. La réaction aboutitla formation de la dinitrophényl

hydrazone colorée. La concentration des groupencanit®nylés est déterminée par lecture a
une longueur d’onde de 360 nm. La concentratiopretéines carbonylées est calculée selon

un coefficient d’extinctiors (¢ = 21,5 mmot.L.cm & 360 nm).
V.2. Dosage du malondialdéhyde (Méthode de Nouro@adah et al., 1996)

Le malondialdéhyde (MDA) est le marqueur le pludisét en peroxydation lipidique,
notamment par la simplicité et la sensibilité denkithode de dosage. Apres traitement acide a
chaud, les aldéhydes réagissent avec I'acide tihdbheaque (TBA) pour former un produit de
condensation chromogénique de couleur rose etimejaonsistant en 2 molécules de TBA et

une molécule de MDAL’absorption intense de ce chromogéne se fait anb32

La concentration en MDA est calculée en utilisam# gourbe étalon de MDA ou seulement le
coefficient d’extinction du complexe MDA — TBA € 1,56 x 18 mor*.L.cm* & 532 nm).

V. 3. Dosage de l'activité de la catalase (MéthodiAebi, 1974)

Cette activité enzymatique est mesurée par anapsetrophotométrique du taux de la
décomposition du peroxyde d’hydrogene (Aebi, 1978\ présence de la catalase, la
décomposition du peroxyde d’hydrogene conduit a dimeinution de I'absorption de la

solution de HO, en fonction du temps.
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Apres incubation, les concentrations diOblrestant sont déterminées a partir d'une gamme
étalon de HO,. La lecture se fait a 420 nm. L’activité de laatase est exprimée en Unité/ml
ou en Unité/g de protéine.

VI. Analyse statistique

L’analyse statistique est effectuée en utilisabtgciel STATISTICA (Version 4.1, Statsoft,

Paris, France).
Les résultats sont présentés sous forme de moyeBnart type.

Apres analyse des variances, la comparaison degrmmey est réalisée par le test « t » de

Student entre deux lots de rates différents :

- Comparaison entre les rates recevant le réginfetecea et les rates recevant le régime

standard = effet cafeteria — obésité.

- Comparaison entre les rates recevant le régimeiteou cafeteria enrichi en I'huile de lin

et les rates recevant le méme régime sans suppigtoeren huile = effet lin — AGPI n-3.

Les multiples comparaisons entre les différenteshations sont réalisées par le test ANOVA

a un facteur.

Les moyennes sont considérées significativemeférdiites a P< 0,05.
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|. Evolution du poids corporel, nourriture ingérée et apport énergétique des rates
témoins et expérimentales recevant différents régies (Figure 13; Tableau Al en

Annexes)

Au début de I'expérimentation, les rates utilisass cette étude sont de poids homogénes
(100 + 20 g) et recoivent pendant un mois les dhfiés régimes : standard (TS), standard
enrichi en huile de lin (TL), cafeteria (CS), caféd enrichi en huile de lin (CL).

I.1. Evolution du poids corporel

Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

A la fin de I'expérimentation, les rates nourriesragime cafeteria (CS) présentent une prise
de poids hautement significative (p < 0,01) papoapaux témoins (TS). Cependant, le poids
corporel des rates nourries au régime cafeterigchenen huile de lin (CL) augmente
significativement (p < 0,05) par rapport aux ratesrries au régime standard enrichi en huile
de lin (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

La prise de poids notée chez les rates recevadgime cafeteria enrichi en huile de lin (CL)
est trés significativement (p< 0,01) inférieuredllec des rates recevant le régime cafeteria
(CS). L’huile de lin réduit la prise de poids ingupar le régime cafeteria. La présence de
I'huile de lin dans le régime n’affecte pas le @oarporel des rates témoins (TL versus TS)
(Figure 13).

[.2. Nourriture ingérée

La quantité de nourriture ingérée ne montre audifférence significative entre les rates
nourries au régime standard (TS), standard engohhuile de lin (TL) et cafeteria (CS).
Cependant, les rates recevant le régime cafeteriehé en huile de lin (CL) présentent une
quantité de nourriture ingérée significativemert (p05) moins importante comparées aux
rates nourries au régime standard enrichi en hieldin (TL) et cafeteria (CS). Ainsi la

supplémentation en huile de lin diminue la priseahtaire chez les rates obeses (Figure 13).
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Figure 13 : Evolution du poids corporel exprimée en (g), nibure ingérée exprimée en
(g/j/rat) et apport énergétique (Kcall/j/rat) detfesaémoins et expérimentales.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typef.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesesiesuau régime cafeteria enrichi en huile delli.
comparaison des moyennes entre différents régisesffectuée par le test "t" de Student apres
analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&{(éuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.
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1.3. Apport énergétique
Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

L’apport énergétique des rates recevant le régiafeteria (CS) est augmenté d’une maniere
hautement significative (p < 0,01) par rapport &moins (TS). Cependant, chez les rates
recevant le régime cafeteria enrichi en huile dg@L), cet apport est significativement (p <

0,05) augmenté par rapport aux rates nourriesgimeéstandard enrichi en huile de lin (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Aucune différence significative n’est notée danaport énergétique lors d'une

supplémentation du régime standard en huile d@ linversus TS). Cependant, cet apport est
trés significativement inférieur chez les rateevant le régime cafeteria enrichi en huile de
lin (CL) par rapport aux rates nourries au régicaéeteria (CS). La supplémentation du

régime cafeteria par I'’huile de lin réduit I'appértergétique chez les rates obeses (Figure 13).

Il. Etude biochimique

Il.1. Teneurs plasmatiques en glucose et en proté&n totales (Figure 14; Tableau A2 en

Annexes)
Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Nos résultats montrent une augmentation des temdasmatiques en glucose chez les rates
recevant le régime cafeteria comparées aux ramasins (CS versus TS). Par contre aucune
différence de la glycémie n’est notée entre legsratonsommant le régime cafeteria ou
standard enrichi en huile de lin (CL versus TL).régime cafeteria ne modifie pas les teneurs

plasmatiques en protéines totales.

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Les teneurs plasmatiques en glucose ne variergries les rates nourries au régime standard
enrichi ou non en huile de lin (TS versus TL). Algu’on note une diminution significative
(p < 0,05) de ces teneurs chez les rates recewamrdgime cafeteria enrichi en huile de lin
(CL) comparées aux rates recevant le régime c&ef€S). La supplémentation du régime

cafeteria en huile de lin réduit les teneurs pldagmas en glucose.
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Figure 14 : Teneurs plasmatiques en glucose et en protéitededo

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type§.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesesiesuau régime cafeteria enrichi en huile delli.
comparaison des moyennes entre différents régisesffectuée par le test "t" de Student apres
analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&{(éuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle(efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.
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Néanmoins, il n'y a aucune différence concernast teneurs plasmatiques en protéines

totales entre les différents lots de rates (Fid4ie

[I.2. Teneurs plasmatiques en créatinine, en uréegt en acide urique (Figure 15;

Tableau A2 en Annexes)
Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Aucune différence significative dans les teneuasmplatiques en créatinine et en urée n’est
notée entre les rates recevant le régime cafetariahi ou non en 'huile de lin (CS et CL)
comparées a leurs témoins respectifs (TS et TL). régime cafeteria entraine une

augmentation significative des teneurs en acidguer(CS versus TS).
Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

La supplémentation du régime standard en huileimlen’a aucun effet sur les teneurs
plasmatiques en créatinine, en urée, et en acigeeupuisque les teneurs plasmatiques de ces
parametres ne présentent aucune différence sigtivicentre les rates sous régime standard

enrichi ou non en huile de lin.

De méme, nos résultats ne montrent aucune différsignificative concernant les teneurs
plasmatiques en créatinine et en urée suite ancheasement du régime cafeteria en huile de
lin. Cependant, une diminution significative (p 0®) des teneurs plasmatiques en acide
urique est notée chez les rates nourries au régafegeria enrichi en huile de lin (CL) par
rapport aux rates recevant le régime cafeteria (Eigyre 15).

[1.3. Teneurs plasmatiques en cholestérol et en giycérides (Figure 16; Tableau A2 en

Annexes)
Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Le régime cafeteria entraine une augmentation fgigtive des teneurs plasmatiques en
lipides (cholestérol et triglycérides) chez lesesa{CS versus TS). Par contre, ces lipides

plasmatiques ne varient pas entre les rates CL.et T

49



Interprétation des résultats

9,
| T
8 T
£ 71
(@]
EG’ mTS
P mTL
£ 4
s ocs
83 ocL
O 24
l,
0
Lots
7,
] T
® T
S 51
2
E 4
E
O 3
o
D 5]
1,
0
Lots
g,
8,
3 7
© 5 ==
-]
g 4
5
o 31
o
O 24
<
1,
0
Lots

Figure 15 : Teneurs plasmatiques en créatinine, en urée, atida urique.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type§.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesegsieguau régime cafeteria enrichi en huile delli.
comparaison des moyennes entre différents régisesffectuée par le test "t" de Student apres
analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&{(éuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.
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Figure 16 : Teneurs plasmatiques en cholestérol et en trighes

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart typef.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesesiesuau régime cafeteria enrichi en huile delli.
comparaison des moyennes entre différents régisesffectuée par le test "t" de Student apres
analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&{(éuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.
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Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Aucune différence significative n’est notée darsstEneurs plasmatiques en cholestérol et en
triglycérides entre les rates nourries au régiraadsrd enrichi ou non en I'huile de lin (TS et
TL). Cependant, la supplémentation du régime cageten I'huile de lin, entraine une
diminution significative dans ces teneurs chezdéss nourries au régime cafeteria enrichi en

huile de lin (CL) par rapport aux rates recevanefgime cafeteria (CS) (Figure 16).

lll. Etude hématologique

[ll.1. Hémogramme des rates témoins et expérimentas (Figure 17 ; Tableau A3 en

Annexes)

Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Nos résultats montrent une augmentation signifieatp < 0,05) du nombre de globules
rouges et du taux d’hémoglobine et une augmentdirement significative (p < 0,01) du
nombre de globules blancs chez les rates noumieégame cafeteria (CS) comparées a leurs
témoins recevant le régime standard (TS). Par epaticune différence significative n’est
notée concernant le nombre de globules rouges, momés globules blancs et le taux
d’hémoglobine entre les rates nourries au réginfieter@a enrichi en I'huile de lin comparées

aux rates recevant le régime standard enrichirenld de lin (CL et TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Aucune différence significative n’est notée coneatrie nombre de globules rouges, nombre
des globules blanc et le taux d’hémoglobine emserates nourrie au régime standard enrichi
ou non en 'huile de lin (TS et TL). Une supplénaitn en huile de lin du régime standard
n'a aucune influence pas 'hémogramme des ratebéétst

Néanmoins, la supplémentation du régime cafeteribheile de lin provoque une réduction
significative du nombre de globules rouges, globulancs et du taux d’hémoglobine chez
les rates nourries au régime cafeteria enrichiugle lde lin (CL) comparée aux rates recevant

le régime cafeteria (CS) (Figure 17).
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Figure 17 : Hémogramme des rates témoins et expérimentales

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type§.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesesiesuau régime cafeteria enrichi en huile dell.
comparaison des moyennes entre différents régirsegfiectuée par le test "t" de Student apres
analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Gfe(éwuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle(efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.
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l11.2. Valeur de la formule leucocytaire chez les ates témoins et expérimentales recevant

différents régimes (Figure 18 ; Tableau A4 en Annes)

Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Le régime cafeteria entraine une réduction des yoytes et une augmentation des
polynucléaires et des monocytes chez les rateso@fparées aux TS. Par contre, seule une
augmentation significative des polynucléaires esté@ entre les rates recevant le régime

cafeteria enrichi en huile de lin (CL) par rappiteurs témoins (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

La supplémentation du régime standard en huile inlen’laffecte pas les nombres des

lymphocytes, des polynucléaires et des monocytds yé&rsus TS). Cependant, une

supplémentation en lin du régime cafeteria entrafreediminution hautement significative (p

< 0,01) dans le nombre des polynucléaires et dewaoytes et une augmentation hautement
significative (p < 0,01) dans le nombre des lymphes chez les obéses (CL versus CS)
(Figure 18).

IV. Etude immunologique

IV.1. Prolifération des cellules T stimulées par laCon A en présence d’insuline et
d’acides gras chez les rates témoins et expérimelda (Figure 19 ; Tableau A5 en

Annexes)

La prolifération des cellules T des différents ldes rates (TS, TL, CS, CL) augmente de
manieére nette et significative en présence de fiageitogéne (Con A) par rapport a la
prolifération basale (sans I'agent mitogéne) mantjuaginsi un effet stimulant de I'agent
mitogene (Con A). Un supplément d’insuline potdrsal’effet de I'agent mitogéne (Con A),
ou une augmentation de la prolifération des celileest observée, chez les quatre lots de
rates étudiés, par rapport aux incubations ingigkn présence de I'agent mitogéne et sans

insuline).

L’ajout du mélange d’acides gras (30 DHA /15 uM EPA /0,2uM LA) diminue le taux de

prolifération des cellules T stimulées par I'ageritiogene Con A seul ou avec I'insuline, chez
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Figure 18 : Valeur de la formule leucocytaire chez les ra@smdins et expérimentales
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Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typef.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesesiesuau régime cafeteria enrichi en huile delli.
comparaison des moyennes entre différents régisesffectuée par le test "t" de Student apres
analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&{(éuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.
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Figure 19: Prolifération cellulaire T (10cellules / puits) stimulée par la ConA en présence
d’insuline et d’acides gras chez les rates témelrexpérimentales.

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type6.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesegmiesuau régime cafeteria enrichi en huile dellies
splénocytes sont incubés en présence de concamaval{ConA), insuline (INS) et d'un mélange
d’'acides gras (AG) (DHA/EPA/LA) a concentration (B&0,2:M). La comparaison des moyennes
entre différents régimes est effectuée par I€'tede Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Gfe(éwuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les difféerenteabations) sont réalisées par le test ANOVA.

a, b, ¢, d indiquent les différences significaivobtenues entre les différentes incubations Q&%0,

dans le méme groupe.
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les différents lots de rates, ceci indique que &damge d’'acides gras n-3 et n-6 a un effet

inhibiteur de la prolifération.

Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Nos résultats montrent une réduction hautementifigigtive (p <0,01) du taux de la
prolifération des cellules T stimulés par I'agentagene (Con A) seul ou avec l'insuline des

rates recevant le régime cafeteria (CS) par ragportémoins (TS).

Le taux de la prolifération in vitro des cellulessiimulés des rates recevant le régime
cafeteria enrichi en huile de lin (CL) est sigraizement (p < 0,05) moins importante que

celle de leurs témoins (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Un effet immunomodulateur de I'huile de lin est éhathez les rates nourries au régime
standard enrichi en huile de lin (TL versus TS). dffet, une réduction significative de la

prolifération cellulaire T, basale ou en présened’ayent mitogéne (Con A) et de I'insuline,

est marquée chez les rates nourries au régimeasthadrichi en huile de lin (TL) par rapport

aux rates nourries au régime standard (TS). Audliffiérence significative, entre ces deux
lots (TL et TS) n’est notée en présence in vitrardlange d’acides gras n-3 et n-6.

De méme, la supplémentation du régime cafeterid’lpaife de lin diminue d’'une maniere
significative la prolifération in vitro des celldel basale, stimulée par la ConA seul ou avec
l'insuline (CL versus CS) (Figure 19).

IV.2. Teneurs en protéines (ug/puits) des cellulek stimulées par la Con A en présence
d’insuline et d’acides gras chez les rates témoimt expérimentales (Figure 20 ; Tableau
A6 en Annexes)

Les teneurs en protéines des cellules T chez Idégralits lots de rates témoins et
expérimentales augmente de maniere nette en peiskEnd’agent mitogéne (Con A) par
rapport & l'incubation initiale (sans I'agent miéog). L'ajout de l'insuline augmente ces

teneurs chez tous les lots étudiés.

L’ajout du mélange d’acides gras a 30 uM (B0 DHA /15 uM EPA /0,2uM LA) diminue

le taux des protéines des cellules T stimulés tequatre lots de rates étudiés.
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Figure 20 : Teneurs en protéines (ung/puits) des cellules ftimutes par la ConA en
présence d'insuline et d’acides gras chez less tataoins et expérimentales.

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type6.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesegmiesuau régime cafeteria enrichi en huile dellies
splénocytes sont incubés en présence de concamaval{ConA), insuline (INS) et d'un mélange
d’'acides gras (AG) (DHA/EPA/LA) a concentration (B&0,2:M). La comparaison des moyennes
entre différents régimes est effectuée par I€'tede Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Gfe(éwuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différenteabations) sont réalisées par le test ANOVA.

a, b, ¢, d indiquent les différences significaivobtenues entre les différentes incubations (%0,

dans le méme groupe.
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Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Chez les rates nourries au régime cafeteria (€3§ux des protéines des cellules T stimulées
par 'agent mitogéne (Con A) seul ou avec l'insaliest diminué d’'une maniére hautement
significative (p <0,01) par rapport a leurs témo{iis§). Ces teneurs sont identiques en
présence du mélange d’acides gras n-3 et n-6.

Les rates recevant le régime cafeteria enrichiwgle de lin (CL) présentent des teneurs en
protéines des cellules T stimulées significativeim@n<0,05) moins importantes que leurs
témoins (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

L’enrichissement du régime standard en I'huile mheihduit une diminution significative

(p<0,05) des protéines des cellules T stimuléed’ agent mitogene (Con A) seul ou avec
linsuline. De méme, la supplémentation du régirateteria enrichi en huile de lin provoque
une diminution significative (p<0,05) des prot&ndes cellules T stimulées. Cependant,
aucune différence significative n’est marquée dasstaux des protéines cellulaires T entre

les différents lots lors de I'ajout in vitro du raége d’acides gras n-3 et n-6 (Figure 20).
V. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant au niveai des cellules T

V.1. Teneurs en protéines carbonylées (nmol /i@ellules) des cellules T stimulées par
la ConA en présence d'insuline et d'acides gras chées rates témoins et expérimentales
(Figure 21 ; Tableau A7 en Annexes)

En présence de I'agent mitogéne (Con A), les tenenmrotéines carbonylées des cellules T
sont augmentées de maniere significative (p <088} les différents lots des rates témoins
et expérimentales par rapport a la prolifératiosaba (sans I'agent mitogéne). Un supplément

d’insuline a I'agent mitogene (Con A) potentialg effet.

En présence du mélange d’acides graau(@®HA /15 uM EPA /0,2uM LA), les teneurs en
protéines carbonylées des cellules T stimuléed'@gent mitogene seul ou avec l'insuline,

augmentent chez les différents groupes de rategétu
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Figure 21: Teneurs en protéines carbonylées (nmol®/cHliules) des cellules T stimulées
par la ConA en présence d'insuline et d'acidesgraz les rates témoins et expérimentales.

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type6.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesegieslau régime cafeteria enrichi en huile delles
splénocytes sont incubés en présence de concar@val{ConA), insuline (INS) et d’'un mélange
d'acides gras (AG) (DHA/EPA/LA) a concentration (B&0,2:M). La comparaison des moyennes
entre différents régimes est effectuée par I€'tede Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Gfe(éwuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les difféerenteabations) sont réalisées par le test ANOVA.

a, b, ¢, d indiquent les différences significasivobtenues entre les différentes incubations (550,

dans le méme groupe.
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Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Chez les rates nourries au régime cafeteria (C$)naie une augmentation significative
(p<0,05) des teneurs en protéines carbonylées dlgles T non stimulées, et une
augmentation hautement significative (p <0,01) eis@nce de I'agent mitogene (Con A) seul
ou avec l'insuline et/ou en présence du mélangedga gras par rapport aux témoins (TS).

Cependant aucune différence significative (p <0,08hcernant les teneurs en protéines
carbonylées des cellules T chez les rates recéva@time cafeteria supplémenté en huile de
lin (CL) comparées a leurs témoins (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Aucune différence significative (p <0,05) n'est émtdans les teneurs en protéines
carbonylées des cellules T entre les rates recdeardégime standard enrichi ou non par
I'huile de lin (TL et TS). Tandis qu’une supplématin du régime cafeteria par I'huile de lin

(CL) entraine une diminution significative dans leseurs en protéines carbonylées des
cellules T stimulées ou non, par rapport a leursotés (CS) (Figure 21).

V.2. Teneurs en malondialdéhyde (MDA) (nmol/1Bcellules) des cellules T stimulées par
la ConA en présence d'insuline et d'acides gras chées rates témoins et expérimentales
(Figure 22 ; Tableau A8 en Annexes)

Les teneurs en malondialdéhyde (MDA) des cellulete3 quatre lots de rates (TS, TL, CS,
CL) augmentent d’'une maniére significative en pnésede I'agent mitogéne (Con A) par
rapport a l'incubation initiale (sans additionsh Bupplément d’insuline a I'agent mitogene
(Con A) potentialise son effet. On remarque unenmargation importante des teneurs en
malondialdéhyde (MDA) chez les différents lots ébsd

Les teneurs en malondialdéhyde (MDA) des cellulestifiulées par I'agent mitogene (Con
A) seul ou avec l'insuline augmentent significathent (p <0,05) suite a I'ajout du mélange

d’acides gras chez les quatre lots étudiés.
Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

Les teneurs en malondialdéhyde (MDA) des celluletifiulées ou pas par I'agent mitogene

(ConA) seul ou avec l'insuline des rates recevamégime cafeteria (CS) sont augmentées
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Figure 22 : Teneurs en malondialdéhyd®mA) (nmol / 1& cellules) des cellules T
stimulées par la ConA en présence des deux agdes chez les rates témoins et
expérimentales.

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type6.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesegmiesuau régime cafeteria enrichi en huile delligs
splénocytes sont incubés en présence de concar@val{ConA), insuline (INS) et d’'un mélange
d'acides gras (AG) (DHA/EPA/LA) a concentration (B&0,2:M). La comparaison des moyennes
entre différents régimes est effectuée par Ie'téde Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Gt{(éuile lin): * p < 0,05 ; * p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différemeabations) sont réalisées par le test ANOVA.

a, b, ¢, d indiquent les différences significaivobtenues entre les différentes incubations Q&%0,

dans le méme groupe.
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d’'une maniere significative (p <0,05) comparées eard téemoins (TS). Ces teneurs
augmentent d’'une maniere hautement significativeQ()91) en présence du mélange d’acides
gras (30uM DHA /15 uM EPA /0,2uM LA). L'effet du régime cafeteria est supprimédate

sa supplémentation en huile de lin. En effet, aacdifférence significative n’est marquée
dans les teneurs en MDA des cellules T des ratevaat le régime cafeteria supplémenté en

huile de lin (CL) comparées a leurs témoins (TL).

Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

L’enrichissement du régime standard en huile de(Tih) provogue une augmentation
significative (p <0,05) dans les teneurs en MDA deltules T stimulées ou non. En présence
du mélange d’acides gras n-3 et n-6, aucune dift&resignificative n’est notée dans les

teneurs en MDA entre ces deux lots (TL et TS).

L’enrichissement du régime cafeteria en huile dg@L) entraine une réduction significative
(p <0,05) dans les teneurs en MDA des cellulesnmusées ou non par rapport aux CS. Cette
réduction est hautement significative (p <0,01pe#sence in vitro du mélange d’acides gras
(30 uM DHA /15 uM EPA /0,2uM LA) (Figure 22).

V.3. Activité de la catalase intracellulaire (U / ng degorotéines) des cellules T stimulées
par la ConA en présence d'insuline et d'acides graghez les rates témoins et
expérimentales (Figure 23 ; Tableau A9 en Annexes)

L'activité de la catalase intracellulaire des glels T des différents lots de rates témoins et
expérimentales augmente d'une maniére significafwe<0,05) en présence de l'agent
mitogéne (Con A) seul ou avec l'insuline, et/oupgésence du mélanges d’acides gras (30
uM DHA /15 uM EPA /0,2uM LA) par rapport a I'incubation initiale (sans diiah).

Effet cafeteria (CS versus TS et CL versus TL)

L’activité de la catalase intracellulaire des wels T basale ou stimulées en présence du
mélange d’acide gras des rates nourries au régifietecia (CS) est significativement réduite
par rapport a celle de leurs témoins (TS). Aloraggeune différence significative n’est notée
dans l'activité de la catalase des cellules T dtisiou non en présence du meélange d’acides
gras chez les rates recevant le régime cafetepi&menté par huile de lin (CL) comparées a

leurs témoins (TL).
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Figure 23 : Activité de la catalase intracellulaire (U / ng grotéines) des cellules T
stimulées par la ConA en présence des deux agdes chez les rates témoins et
expérimentales.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type6.nTS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates obéses
nourries au régime cafeteria; CL : rates obesegieslau régime cafeteria enrichi en huile delles
splénocytes sont incubés en présence de concar@val{ConA), insuline (INS) et d’'un mélange
d'acides gras (AG) (DHA/EPA/LA) a concentration (B&0,2:M). La comparaison des moyennes
entre différents régimes est effectuée par Ie'téde Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Gfe{(éwuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p< 0,01.

Les multiples comparaisons (entre les difféerenteabations) sont réalisées par le test ANOVA.

a, b, ¢, d indiquent les différences significasivobtenues entre les différentes incubations (550,

dans le méme groupe.
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Effet huile de lin (TL versus TS et CL versus CS)

Les rates nourries au régime standard supplémentéhuile de lin (TL) présentent une
augmentation significative (p <0,05) de I'activdé la catalase intracellulaire des cellules T

par rapport a leurs témoins (TS) dans toutes msomtions.

La supplémentation du régime cafeteria par I'ndidelin (CL) provoque une augmentation

significative (p <0,05) de l'activité de la catsdaintracellulaire des cellules T basales, et
hautement significative (p <0,01) dans les autresbations (stimulées par la ConA seul ou
avec l'insuline et/ou en présence du mélangesakaojras) par rapport a leurs témoins (CS).
La supplémentation en huile de lin des deux régi(fedeteria et standard) augmente donc

I'activité catalase intracellulaire (Figure 23).
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Discussion

Chez I'animal comme chez I'homme, des études ladgitles et transversales montrent une
relation étroite entre un excédent calorique, les glouvent apporté par un exces de lipides, et
une augmentation de la masse adipeuse conduisanirpoids et a I'obésité. Si I'importance
d’'un exces de lipides alimentaires dans l'augmertatle la prévalence du surpoids et de
'obésité reste controversée, les changementstgtfsliintervenus au cours des dernieres
décennies dans la composition en acides gras datitmm sont restés ignorés. Cependant
divers travaux ont souligné que tous les acides geasont pas équipotents ; les acides gras
saturés et monoinsaturés sont plus adipogéniquedeguacides gras polyinsaturés (AGPI)
(Calder, 2001 ; Ailhaud, 2007).

Dans notre travail de Magister, nous essayons tkrrdider les effets métaboliques d’un

régime hypergras (cafeteria) et des AGPI n-3. Nétinele a abordé deux principales parties :

- La premiére partie est consacrée a I'étude itrielle visant la détermination des effets
d’'une supplémentation de deux régimes, standacdfeteria, en I'huile de lin administrée a
des rats Wistar femelles agées de 2 mois et penganiois, sur certains parametres

biochimiques et hématologiques.

- La deuxieme partie est I'étude des effets d’'utamge d’acides gras (DHA/EPA/LA) a une
concentration de (30 uM/15 uM /0,2 uM) sur la fometproliférative des cellules T isolées
des rats recevant les différents régimes, cultiiéggiro en présence d’'un agent mitogéne qui
est la concanavaline A, et/ou l'insuline, et suvéaiation de quelques marqueurs du statut

oxydant/ antioxydant intracellulaire.

L'obésité, facteur de morbimortalité, représentmidadie métabolique la plus fréquente dans
le monde a tel point que sa prévention est devénne des priorités de 'OMS (Le Goff et
al.,, 2008; Didier et al., 2009). Pandémie des tempumernes, elle s’inscrit dans la
problématique des maladies chroniques et systémi@@ahlienger et al., 2010), et prédispose
les individus a un risque accru de développer dentmeuses maladies, y compris
l'athérosclérose, le diabéte, la stéatose hépatigueancer et les troubles a médiation
immunitaire (Federico et al., 201Aussi, il a été constaté que ces maladies meétedi
induisent des troubles du systeme antioxydant (Bfomwt-Rousselot et al., 2000 ;
Merzouk et al., 2003). L'obésité et le surpoids $@guemment associés a des altérations du
systeme immunitaire. Le taux de maladies infectisuest élevé chez les obeses (Féve et al.,

2006). Il existe, en effet, une relation causaléresiiobésité et divers processus dont
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linflammation (Schlienger et al., 2010). Il y aezhl'obese une diminution de l'activité des
lymphocytes T, de la prolifération lymphocytairedss réactions d'immunité retardée. On
observe aussi une réduction de la production dlargs et de I'activité des cellules T tueuses
(Natural Killers). De nombreux déficits nutritiorleey participent a ces altérations, parmi
lesquels la baisse des stocks cellulaires en vi@gniminéraux et acides gras essentiels de

'organisme (Lamas et al., 2002).

La nutrition est un déterminant primaire ou secineddes troubles immunitaires dans de
nombreuses situations comme I'obésité et les tesuthll comportement alimentaire (anorexie
et boulimie) (Marcos et al., 2003). Les acides grast des nutriments qualitativement et
guantitativement importants, impliqués dans la l&gnn de nombreux genes potentiellement
responsables de certains dysfonctionnements dedislabEn effet, de nombreuses études
nutritionnelles et épidémiologiques ont montré dee lipides alimentaires ont une action
immunomodulatrice qui s'exerce a la fois sur lescfions immunitaires spécifiqgues et
aspécifiqgues (Ghisolfi, 1993 ; Calder et al., 200Rlusieurs facteurs interviennent dans
limmunomodulation, et particulierement I'équilibseibtil entre acides gras saturés et acides
gras polyinsaturés et, parmi ces derniers, enuug de la série oméga-3 et ceux de la série
oméga-6. L'influence des acides gras est déterrténdans l'inflammation qui est une
réponse immunitaire non spécifique. Elle s'exergaleggnent dans limmunité spécifique,
c'est-a-dire au niveau des lymphocytes T et degplyoytes B. Les membranes de ces
cellules sont constituées de lipides dont dépenchamt seulement leur fluidité, mais
également la mobilité des récepteurs dont elles pomrvues (Youinou et al., 1993). L'idée
gue les acides gras polyinsaturés (AGPI) de lallardes oméga-3 diminuent les fonctions
des cellules inflammatoires est interprétée dansams favorable, avec la conclusion qu'ils
sont anti-inflammatoires et seront donc bénéfiqums la santé (Rees et al. 2006 ; Shaikh et
Edidin, 2006).

Plusieurs études expérimentales menées in vitrodesi lymphocytes d’origine animale ou
d’origine humaine, et in vivo chez I'animal et litmone ont permis de mettre en évidence un
effet immunomodulateur des acides gras. L’addidxGPI au milieu de culture de cellules
immunitaires ou la supplémentation des régimeseataires par des AGPI altérent divers
parameétres de la réponse immunitaire, notammerdggdanse proliférative des lymphocytes

aux mitogenes (Verlengia et al., 2004).
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L’huile de lin est composée de 50% d'AGPI, et el considérée comme la principale
source alimentaire en aciddinolénique (ALA, 18: 3 n-3) (Kaul et al., 200&Rjediger et

al., 2008). Les avantages de I'huile de lin oétd&montrés dans un certain nombre d’études
animales et humaines impliquant l'acide ALA dangHibition de la synthése des
eicosanoides pro inflammatoires et des cytokinedaet la stimulation de la production

d’eicosanoides anti-inflammatoires (Morris, 20@3ohen et al., 2005).

L’huile de lin (1g) contient de I'acide-linolénique (550 mg), I'acide linoléique (170 mg),
'acide palmitique (60 mg), I'acide stéarique (4@)ret I'acide oléique (180 mg). L’acide
linoléniqgue donne aprés élongation et désaturakimcide eicosapentaénoique (EPA) et
I'acide docosahexaénoique (DHA) qui peuvent avesg efffets bénéfiques en matiére de santé
et de contréle des maladies chroniques (Vijaimobétaal., 2006). Les conditions cliniques
telles que les maladies cardio-vasculaires, I'hgmeion artérielle, cancer, maladies de la
peau et des troubles immunitaires comme l'insufiigarénale, polyarthrite rhumatoide et la
sclérose en plaques peuvent étre empéché par l&ndenu dans 'huile de lin (Kelley et al.,
1991).

En outre, I'huile de lin contient 53,3% d’acidelinolénique (18: 3 n-3) et de 12,7% de
I'acide linoléique (18:2n-6), ce qui donne le ratic8/n-6 le plus élevé de toutes les sources

végetales (Tzang et al., 2009).

La composition en acides gras (quantité et natlgda ration lipidique alimentaire modifie la
réponse immunitaire en changeant les propriétésadmembrane des lymphocytes et le
nombre des récepteurs, en modifiant la producties lducotrienes (qui participent a cette

réponse), et en interférant sur la réactivité édisiles immunitaires (Thies et al., 2001).

L'utilisation des acides gras exogenes polyinsataet la famille n-3 a des effets suppressifs
et peut en occurrence affecter un grand nombre atanetres immuns, tels que la
prolifération des lymphocytes, la synthése des kiy&s, l'activité des cellules NK, la

phagocytose ...etc. L'immunomodulation induite pemé @&ppliguée dans I'amélioration des
désordres inflammatoires, comme les maladies &omodines, pourtant, les mécanismes
participants a ces processus ne sont pas encorednepris. Il est probable que la modulation
du systeme immunitaire par les acides gras polindgs peut avoir lieu par I'altération de la
fluidité membranaire, la formation de peroxyde digue, la libération du calcium, la
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production des eicosanoides ou la régulation deié&ssion génique (Pablo et Alzarez De
Cien Fuegos, 2000 ; Shaikh et Edidin, 2006).

Les especes reactives de I'oxygene (ROS) prodaitesours du métabolisme basal sont
neutralisées par divers systeme de défense. Caperadacours de I'obésité leur production

accrue et/ou une baisse des systemes de défemsadicdlaire entraine un stress oxydatif

provoguant un dommage tissulaire causé par I'attalps ROS sur les molécules cibles telles
les lipides, les protéines et TADN (Codoner-Framthal., 2004). Le stress oxydatif a été relié
a I'hyperglycémie, linsulinorésistance et la séior® anormale de nombreuses cytokines
(Bastard et Vidal, 2004 ; Furukawa et al., 2004).

De plus, les effets des AGPI sur le stress oxygatifissent de plus en plus évidents, passant
par la modulation des activités des enzymes andaxtes et de la production des cytokines,

la régulation des génes et 'amélioration des systede défense antioxydants de I'organisme
(Kesavulu et al., 2002 ; Merzouk et al., 2008 ).

Les habitudes alimentaires, principalement ceuxorfiaant la graisse, ont souvent été
responsables de 'augmentation de I'adiposité. riégimes riches en graisses ont été utilisés
pour induire I'obésité chez les animaux dans umpremodele appelé I'obésité nutritionnelle
mais renommé plus tard I'obésité alimentaire. Leagigme de I'obésité alimentaire chez
animal est un bon modele pour I'étude de l'ob&sike 'homme dans le contexte d'un
environnement ou les aliments denses en énerfj@imtentation sont tres disponibles (Hariri
et al., 2010).

Le modéle de rat cafeteria en est une illustradigqmerimentale exemplaire. Si on remplace la
nourriture monotone habituelle du rat de laboratpiar les aliments variés, gras et ou sucrés,
les animaux dits « cafeteria » deviennent hypergeba augmentent leur rendement
énergétique et diminuent leurs activités (Basdeearguy-Grand, 2004). Un régime hyper-
lipidique et hypercalorique est associé a une aatation et a une prise de poids aussi bien
chez 'hnomme que chez le rat (Golay, 1998). Enteffdévation de I'apport énergétique peut

expliquer 'augmentation du poids corporel chezrégs consommant le régime cafeteria.

L’augmentation de I'apport énergétique est un déit@ant important dans la genese de
I'obésité. Cet apport pourra provenir d’'une augratoh importante de la quantité d’aliments

ou de la consommation d’'une alimentation a hautesitie énergétique. Les principaux
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déterminants de la densité énergétique d’'une comstion alimentaire sont les lipides. Les
lipides forment un élément qui a le plus d'impaat Ia satiété et la prise de poids. Il est bien
établi qu’une alimentation a haute densité éneggéti riche en lipides comme le régime
cafeteria diminue la satiété et augmente le poatparel. L'obésité induite par le régime
cafeteria est due uniguement a la suralimentagordonc l'interprétation des changements
métaboliqgues observés est plus facile, car ilsare pas masqués par d’autres anomalies
associees a l'obésité d'origine génétique.

L’augmentation du poids chez les rats nourris agimé cafeteria est associée a
augmentation du poids du tissu adipeux et sonchissement en lipides, confirmant les
propriétés obésogenes du régime cafeteria. Cetisitébest associée a des altérations des
meétabolismes glucidique, lipidique et protéique ikimes a celles observées au cours de

I'obésité humaine (Kopelman, 2000).

Apres analyse de nos résultats concernant I'é@eolutiu poids corporel et la prise
alimentaire, on a observé une augmentation du poddgorel chez les rates recevant le
régime cafeteria comparées aux rates recevantgieneéstandard. L'excés pondéral est
associé a une augmentation de l'apport énergétigpaé chez les rates sous cafeteria. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Bouanané €20#9) et Scoaris et al. (2010),
confirmant I'effet obésogene du régime cafeteria.supplémentation du régime standard en
huile de lin n'affecte pas le poids corporel degsaémoins (TL versus TS). Par contre, le
régime cafeteria enrichi en huile de lin induit éduction du poids corporel chez les rates
(CL) comparées aux rates sous cafeteria (CS). Né@asinle poids des rates CL reste plus
élevé que celui des rates TL. Il est a noter quez ¢bs rates sous régime cafeteria enrichi en
lin (CL), la quantité de nourriture ingérée et papt énergétique sont plus faibles que ceux
des rates sous cafeteria (CS). L’huile de lin sendidninuer I'appétit chez les rates obéses.
Les expérimentations animales ont par ailleurs ndoqtie les AGS et AGMI étaient plus
efficaces que les AGPI pour induire une prise ddgp¢Simon, 2004).

La composition en acides gras des graisses alimemntpeut donc jouer un rdle important
dans la régulation du poids corporel, surtout dasobeses. Des études chez I'animal et chez
’lhomme ont montré que les acides gras polyinsat@®&PI) sont plus facilement utilisés
comme combustible, tandis que les acides grasésafdGS) sont plus susceptibles d'étre

accumuler dans les tissus adipeux (Hariri et 8102
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La teneur en matieres grasses etdémsité d’énergie ont également été impliqués dans
I'apparition de I'hyperphagie et le gain de poitiez les rats et ’'homme (Shafat et al., 2009).
D’apres Ailhaud (2008), une forte alimentation gamn graisses favorise le développement de
'obésité avec une corrélation directe entre leoralipidique et le degré d’obésité. Les études
meneées chez I'animal et 'lhomme ont montré querdgimes hyperlipidiques induisent une
consommation alimentaire accrue et une prise deésppius élevées que les régimes
hyperglucidiques. Les graisses alimentaires n'oiet peu d’effet sur la satiété, et I'exposition
périodique a une alimentation hyperlipidique, natent en cas de forte sensation de faim,
peut suffire a entrainer, chez I'obese, une sumonzation de calories sous forme de graisses
(Golay, 1998).

Nos résultats montrent une augmentation des tempdasmatiques en glucose chez les rates
recevant le régime cafeteria. Chez 'homme, I'ihatn progressive de I'obésité est aussi
associée a un état d’hypersensibilité a l'insulieele maintien de I'obésité entraine une
résistance a cette hormone (Delprato et al., 1998@yn et Coppack, 1992). Une réduction de
la glycémie est notée chez le groupe de rates ieswau régime cafeteria enrichi en huile de
lin (CL) comparées aux rates CS. Plusieurs étudesnontré que les AGPI de la série n-3
exercent un effets hypoglycémiant (Harris, 198%chtenstein et al., 1998). D’autres études
ont démontré qu’'une supplémentation de l'alimeatapar de I'huile de poisson contenant
les AGPI n-3 exercait un effet bénéfique dans mssion des maladies cardio-vasculaires
y compris le diabéte et I'obésité. Par contre, éuele récente a montrée que I'apport en huile
de lin ne modifie pas la glycémie ou l'insulinénfidelson et al., 2007). Dans notre étude, la
supplémentation en huile de lin ne modifie paslyaémie chez les rates témoins, par contre

elle I'abaisse chez les rates obéeses, marquarftairpesitif et bénéfique en cas d’obésité.

Les teneurs en créatinine et en urée sont les mpmades quatre lots de rates, ceci est peut
étre en faveur d’'une fonction rénale normale et affiactée par le régime cafeteria et par
I'huile de lin. Concernant I'uricémie, nos résudtahontrent une augmentation significative
chez les rates recevant le régime cafeteria (C'S)apaort aux témoins (TS et TL) et a celles
recevant le régime cafeteria enrichi en I'huilelidgCL). Ces résultats concordent avec ceux
de Wortmann (2002) qui a montré que le taux sandi@aide urique est sous l'influence de
plusieurs facteurs génétique et environnementaligbésité, toxémie, I'hypertension
artérielle... De plus, I'acide urique est un impottantioxydant qui peut augmenter dans une

situation de stress oxydatif comme c’est le caothésité.
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Concernant le profil lipidique, nos résultats mentr une augmentation significative des
teneurs plasmatiques en cholestérol et en trighjegrchez les rates nourries au régime
cafeteria par rapport aux témoins et aux ratesvestde régime cafeteria enrichi en huile de
lin. L’hypertriglycéridémie et I'hypercholestéroléenchez les rates obéses sont probablement
dles a une augmentation de synthese et sécrétionliplgprotéines, conséquence de
I'hyperinsulinisme et de I'hyperlipogénese hépatiqes modifications lipidiques sont
classiques au cours de I'obésité et sont les camségs, soit d'une augmentation de la
production hépatique des VLDL, soit d’'une réductthncatabolisme de ces lipoprotéines
(Moulin et Berthezene, 1996).

Un régime riche en graisses saturées entraine ugmmemtation du taux de triglycérides
plasmatiques ainsi que leur accumulation dans it (®ilhaud, 2002). En revanche, I'ALA
dans I'huile de lin peut contribuer a une réductilenla synthese des acides gras hépatiques,
qui a son tour diminue le niveau des triglycérigiesmatiques (Cho et al., 2009). Ce point de
vue va de pair avec une diminution des taux déytigides plasmatiques dans le groupe de

rats recevant le régime cafeteria enrichi en hdeléin dans notre étude

L'huile de lin posséde le ratio n-3/n-6 le plusvélée toutes les huiles végétales (Tzang et al.,
2009). Il peut également étre observé que la baissatio n-6/n-3 du régime alimentaire se

rapporte a une réduction plus importante des Ipmlasmatiques (Rosa et al., 2010).

Les effets hypolipidémiants des acides gras n-3 siomilaires a ceux des acides gras n-6, a
condition qu’ils remplacent les graisses saturees dlalimentation. Les AGPI n-3 diminuent,
chez les patients hypertriglycéridémiques, les entrations sériques des triglycérides, alors
gue les acides gras n-6 ne le font pas et poutraiéme augmenter leur taux. Les études chez
I'hnomme ont montré que les huiles de poisson rédtiike taux de sécrétion hépatique des
lipoprotéines de tres faible densité et les trighdes. Les AGPI n-3 préviennent et inversent
rapidement une hypertriglycéridémie induite pardkegides (Benatti et al., 2004). Des études
récentes ont démontré que l'ingestion d'acides gohgnsaturés (n-3 et n-6), présents dans
les huiles végétales, est inversement proportibm@elincidence des maladies cardiaques en
diminuant le cholestérol plasmatique et les nivedextriglycérides (Simopoulos, 1999 ;
Craig, 1999). L'effet hypolipémiant fort des AGRBrde I'huile de lin, a été rapporté par
Balasubramaniam et al. (1985) ; Stangl et al. (19®#ler et Kirchgessner (1997). Par contre
Kelly et al. (1993) a démontré chez I'homme et &g4997) a démontré chez le lapin que

I'huile de lin ne réduit pas les niveaux de chaedtdans le sang. Une supplémentation en
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huile de lin est capable d'exercer des effets hyplestérolémiants et, en partie, des effets

anti-athérosclérotiques chez la sourie apo E Ho(€t al., 2009).

Une augmentation de I'apport en AGPI n-3 s’accompagjune diminution prononcée de la
réaction inflammatoire par diminution de la synthedes leucotrienes de la série 4,
secondairement & la compétition au niveau deAfa désaturase ou au niveau des
lipooxygénases en cas d'apport dAGPI-LC n-3 (ERADe&IA). Cet effet inhibiteur de la
réaction inflammatoireper sepeut rendre compte en partie de leur effet anthmique
(Delarue, 2000).

D’aprés nos résultats, une augmentation signifieatiu nombre de globules rouges et des
globules blancs est notée chez les rates nouniedgame cafeteria (CS) comparées aux rates
témoins (TS et TL) et a celles recevant le régimketeria enrichi en huile de lin (CL). De

plus, le taux d’hémoglobine est élevé chez lessr&t® comparées aux autres lots de rates.
Ces reésultats concordent avec ceux d’Adams et Murf#©00) qui ont montré une

augmentation des globules rouges et de 'hémogtobinte a une élévation de la demande
métabolique et du débit cardiaque chez le patibes® proportionnellement a la surcharge
graisseuse. L'augmentation du nombre de globulasckl est probablement en relation avec

la présence d’'une inflammation chez les rates ahese

Nos résultats montrent aussi une augmentation chbrede monocytes et de polynucléaires
et une réduction du nombre de lymphocytes chemtes CS comparées aux autres lots. Ces
résultats sont en accord avec plusieurs étudesiguairent que I'obésité est associée a un état
inflammatoire chronique qui se caractérise paraugmentation du nombre des monocytes et
de polynucléaires (Nieman et al., 1999 ; Zaldiviaale 2006). Plusieurs auteurs rapportent
gue I'obésité s’accompagne de modifications impdes du systéeme immunitaire marquées
particulierement par des anomalies fonctionnelkss @kllules immunitaires et une production
inefficace de cytokines en faveur de I'apparitiomfdctions (Das, 2010). Il a été démontré
gu’un apport excessif en énergie et en lipides patraver le bon fonctionnement du systéme
immunitaire (Simon, 2004). La supplémentation erilehde lin semble corriger le profil
hématologique chez les rates obeses puisque kes satis régime cafeteria enrichi en lin
présentent des taux de globules rouges et blagospdiobine, polynucléaires, monocytes et
lymphocytes semblables a ceux des rates témoires.éllé bien établi que les AGPI n-3

régulent les fonctions des cellules immunocompéter@es modifications sont associées a un

73



Discussion

changement de la composition en acides gras desbrapas des lymphocytes avec
enrichissement en AGPI n-3 (Kelly, 2001).

Dans la seconde partie de notre travail, nous atesié I'effet d’'un mélange d’AGPI n-3 et
n-6 sur la prolifération in vitro et le statut rediatracellulaire des splénocytes isolés des rates

ayant recu les régimes témoin ou cafeteria, ersrichinon en huile de lin.

La prolifération des cellules T a été estimée gandmbre de cellules et les teneurs en
protéines totales. Nos résultats montrent quedéf@ration des cellules T in vitro augmente
significativement en présence de l'agent mitogé@en( A) par rapport a la prolifération
basale (sans I'agent mitogéne). Cette augmentatibaccentuée en présence d’insuline. Il est
a noter qu’'en présence de Con A et d’insuline, dpkenocytes isolés des rates obeéses
réagissent de la méme facon que ceux isolés destéahoins. Cependant, la prolifération des
cellules T stimulées est réduite chez les rates@$parées aux autres lots. Il a été démontré
gue la prolifération des cellules T in vitro esdluie suite a la diminution de la production de
l'interleukine IL-2 au cours de I'obésité (Mito ak, 2000). De plus, les splénocytes isolés de
rates témoins ou obéses ayant recu le régime emmchuile de lin (TL et CL) proliferent
moins que ceux des rates sous régime non suppléneenhuile (TS et CS). Ces effets
peuvent étre liés a I'enrichissement in vivo (consmation de I'huile de lin) des membranes

des cellules T en AGPI n-3 dont les effets immupgpsesseurs sont bien connus.

L’ajout in vitro du mélange d’acides gras n-3 & (830uM DHA /15 uM EPA /0,2uM LA)
diminue le taux de prolifération des cellules Tretiées par I'agent mitogéne Con A seul ou
avec l'insuline chez tous les lots étudiés. Cedigne que le mélange d’acides gras a cette
concentration a un effet inhibiteur de la prolitéoa in vitro, et est considéré comme un
immunosuppresseur. De plus, en présence de ce gaéthacides gras n-3 et n-6, aucune
variation significative des taux de prolifératioesdsplénocytes n’est observée entre les

différents lots.

Les acides gras polyinsaturés a longue chaine BM3A(EPA) sont synthétisés par
I'élongation et la désaturation de I'aciddinolénique ou apportés dans I'alimentation pas de
produits d’origine marine. lls s’incorporent dames Iphospholipides membranaires, sont les
précurseurs des eicosanoides et modulent I'expresi& certains genes. lls ont un effet anti-
catabolique en inhibant la production de cytokipes inflammatoires (TNFe, IL-1p, IL-6)

par les macrophages, ils ont aussi un effet moelulate la sensibilit¢é a I'insuline en
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prévenant, chez le rat, I'insulino-résistance itelpar le réegime hyperlipidique. Cet effet est
lié & un moindre stockage des triglycérides musadeet & un effet sur la signalisation de
l'insuline (Delarue, 2000).

L'acide linoléique (LA) est métabolisé en acide chidonique (AA), le précurseur de
eicosanoides pro-inflammatoires, telles que, ppedeiment, la prostaglandine E2 (PGE2),
thromboxane A2 (TXA2) et les leucotrienes B4, algue I'acidea-linolénique (ALA) est
meétabolisé en EPA et le DHA, qui sont des précussdeas eicosanoides anti-inflammatoires,
tels que PGE3 et PGF3 (Rosa et al., 2010).

Caughey et al. (1996) ont soumis deux groupes caabfes de volontaires a un régime au
sein duquel les huiles et les margarines usueléssaisonnement (riches en acides gras n-6)
étaient remplacées par de I'huile de lin (56 % 88 h-3 + 18 % 18:2 n-6), de la margarine et
du beurre a base d’huile de lin (23 % 18:3 n-3% 88:2 n-6) avec parallelement réduction
maximale de I'apport en AG n-6. Le deuxieme gropge comme témoin devait maintenir
une alimentation riche en AG n-6 en utilisant daiife et de la margarine de tournesol. Ces
deux types d’alimentation étaient maintenus pendarnt semaines. Pendant les quatre
dernieres semaines, l'alimentation des deux grodeesujets était supplémentée par 9 g/j
d’huile de poisson (1,62 g/j dEPA +1,08 g/j de DHAprés quatre semaines de régime
« tournesol », la production de TNike; d’IL- B, du thromboxane B2 (TXB2) et de la
prostaglandine E2 (PGE2) n’était pas affectée sajorelle diminuait de 30 % avec le régime

« lin » pour ces quatre facteurs.

Les effets des acides gras polyinsaturés (AGPletntenormément étudiés sur les cellules
mononucléaires. Plusieurs études nutritionnelleaéas chez I'animal et chez 'homme ont
montré, que les régimes riches en huile de poissdmuile d’olive ont un effet suppressif sur

la prolifération des lymphocytes (Thies et al., 200

Il a été démontré également que le DHA, EPA, l'aottique et I'acide linoléique inhibent in
vitro la prolifération des lymphocytes stimulés plas mitogenes. Cette inhibition dépend de
la concentration et du degré d’insaturation deidlacgras utilisé. Les acides gras les plus

inhibiteurs sont de la série n-3 (Calder, 2001).

De nombreux travaux rapportent une augmentatiostarss oxydatif au cours de I'obésité

suite a un déficit des systémes protecteurs aditakaires intracellulaires (Furukawa et al.,
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2004). L'augmentation de la formation des ROS dmumr au développement de plusieurs
pathologies telles que I'obésité et les maladiediocavasculaires (Fenster et al., 2002). En
effet, il est bien établi aujourd’hui que le stresg/datif est a I'origine des complications

associées a l'obésité.

Les molécules les plus sensibles au stress oxydanmties acides gras polyinsaturés, présents
dans les phospholipides des membranes celluldiess.acides gras polyinsaturés sont des
cibles privilégiées des radicaux libres en raiseredirs doubles liaisons. Plus l'acide gras est
insaturé, plus il est péroxydable (Pré, 1991). idacdocosahexaénoique (DHA) est
particulierement oxydable du fait de la présencesidedoubles liaisons (Van kuijk et al.,
1995).

La peroxydation des lipides membranaires, notammestAGPI des phospholipides, génere
des peroxydes réactifs responsables d'une autgsatalle cette réaction tandis que
'oxydation des protéines déréglera les signaujuleétes de prolifération ou de défense
(Buttke etSandstrom1994).

La peroxydation lipidique a été estimée par la mesie malondialdéhyde (MDA). Il s’agit
d’'un aldéhyde formé lors de la coupure des acidas golyinsaturés possédant au moins trois
doubles liaisons ou a partir de composeés non fpek tel que I'acide ascorbique, les acides
aminés, le désoxyribose ou le saccharose lorsgstitd exposés a l'action des radicaux
hydroxyles, en présence de métaux (Lefevre e1998).

Par ailleurs, nous avons dosé le taux des protéare®nylées. Elles sont considérées comme
des marqueurs de l'oxydation des protéines (Mag0€3). Ces carbonyles protéinés sont
formés lorsque les espéces réactives de l'oxygétaguent les résidus d’acides aminés

(particulierement 'histidine, proline, argininelgsine) (Lean et Burn, 2007).

Comme antioxydant, nous avons dosé la catalasaceilnlaire. Les catalases réduisent le
peroxyde d’hydrogene 48, en libérant de I'oxygéne et de I'eau. Leur réletess important
surtout en présence d’ions ferreux en permettad@lindiner I'exces de peroxyde (Lindau-
Sehpard et Shaffer, 1993).
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Nos résultats montrent que les splénocytes isoéss rdtes sous régime cafeteria (CS)
présentent un stress oxydatif intracellulaire mérguar une augmentation des taux en
protéines carbonylées et en MDA et une réductiola datalase intracellulaire comparées aux
valeurs trouvées chez les rates témoins, quelqiiel'imaubation considérée (basale ou
stimulée). Ces données sont en accord avec cedindent et al. (2007) et de Uzun et al.
(2007) qui montrent que les teneurs en protéindsmoglées et en MDA augmentent chez les
obeses. En effet, 'oxydation des protéines etligdes est un signe de 'endommagement
tissulaire, causé par le stress oxydatif, 'augmgot du taux des glucides, ou les deux
(Mayne, 2003). L'existence de ce stress oxydatifacellulaire peut étre a l'origine des

perturbations de la prolifération des lymphocyteszcles rates obéses.

L’'obésité est considérée comme un état inflammatoaractérisé par une augmentation du
stress oxydant systémique (Urakawa et al., 20Q3.; é® al., 2007). En effet, I'induction de
'obésité chez des souris, par un régime hypeitjpie, augmente significativement les
concentrations des marqueurs de la peroxydatiasidie (Yamato et al., 2007). De plus, la
concentration des protéines carbonylées danssie ddipeux (conséquence directe d’un stress
oxydant) est de 2 a 3 fois plus élevée chez lesssobeses que chez leurs témoins (Grimsrud
et al., 2007).

Dans notre travail, la supplémentation des régierefiuile de lin semble corriger ce statut
redox chez les obeses puisque les taux en protémrd®nylées, en MDA et la catalase

intracellulaire chez les CL sont semblables & crs<TL.

Nos résultats montrent aussi que les teneurs dgéipes carbonylées et en MDA des cellules
T stimulées par la Con A ou l'insuline augmentaghigicativement en présence du mélange
d’acide gras n-3 et n-6 chez les différents lots dees témoins et expérimentales. Ceci
indique que les acides gras in vitro se compoxentme des substrats de lipoperoxydation en

augmentant I'action oxydante des radicaux libredesuprotéines et les lipides des cellules T.

De plus, nos résultats montrent également quedsepce in vitro du mélange d’acide gras

n’affecte pas l'activité de catalase intracellidailes différents groupes de rats.

Il apparait clairement que le régime cafeteria indne obésité chez la rate accompagnée
d’anomalies métaboliques et immunologiques impoetn_’enrichissement de ce régime en

huile de lin semble corriger ces anomalies cheatobese.
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Conclusion

Les acides gras alimentaires sont d’'une granderiaupee pour plusieurs maladies courantes
dans les sociétés modernes. Un des aspects lem@essants de la biologie des acides gras
polyinsaturés (AGPI) est lié a leur rapport n3/nés différentes preuves cliniques ont poussé
de nombreuses organisations et les gouvernemeeat®@anaitre aujourd’hui les AGPI comme

une nouvelle approche thérapeutique a un largdrepge maladies modernes.

Ce travail a été orienté pour examiner si I'engskment d'un régime alimentaire
hyperlipidique en huile de lin, riche en acidessgoalyinsaturés de la famille des n-3 (acide
linolénique), peut entrainer une amélioration desililes métaboliques, de la réponse

immunitaire et du statut oxydant/ antioxydant in&lulaire chez les obéses.

Nos résultats montrent que le régime hypergragiead) entraine une obésité associée a des
anomalies métaboliques (hyperglycémie et hypedipig) et hématologiques (augmentation
des taux de globules rouges, blancs et hémoglobimey la rate Wistar. Ces perturbations

sont corrigées par la supplémentation du régimeteaé en huile de lin.

Le systéme immunitaire et le statut oxydant/anti@nt sont altérés par un régime
hyperlipidiqgue. Nos résultats mettent aussi en endée les perturbations de la fonction
proliférative in vitro et de la balance oxydantéi@xydante intracellulaire chez les rats sous
régime cafeteria, et une amélioration par I'engskment par I'huile de lin. De plus, les effets
immunomodulateurs des différents acides gras (AGB) et leurs effets bénéfiques sur le

statut oxydant/antioxydant intracellulaire sont foonés.

Ainsi, des approches nutritionnelles utilisant upément d’acides gras surtout les AGPI n-
3 dans les régimes amaigrissants soit comme tleécapnplémentaire soit comme thérapie
alternative sont potentiellement trés importangs,la régulation de I'expression génique, la
production des eicosanoides et des cytokinesjdiactes enzymes anti-oxydantes sont tous
des mécanismes par lesquels les acides gras pilyiés peuvent exercer des effets

bénéfiques sur le systeme immunitaire.

Nous souhaitons utiliser ce modéle animal pouetiiification de nouvelles hormones et de
nouveaux récepteurs contrdlant la prise alimengdite poids corporel. Il serait aussi possible
de déterminer la sécrétion de certaines cytokiAmsi, pour mieux comprendre les effets de
la suralimentation, toutes les fonctions de l'oigare animal doivent étre prises en

considération (nutrition, métabolisme, systeme @aexy systéme neuroendocrinien, fonctions
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musculosquelettiques, fonction cardiovasculaireavic leur régulation, leurs interactions et

leur contribution a I'adaptation de I'organismeoa snilieu.

L’huile de lin riche en AGPI n-3 a des effets béméés sur les altérations métaboliques,
hématologiques et immunitaires chez les obésesirBggration dans I'alimentation humaine
peut participer a améliorer le profil métaboliqueréduire l'incidence de I'obésité et ses

complications a long terme.
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Tableau Al: Evolution du

énergetique (Kcallj/rat) chez les rates témoirexperimentales.

poids corporel (g), nourriture ingér (g/j/rat) et apport

Eitgs Poids corporel (g) Nourriture ingérée Apport énergétique
(g/j/rat) (Kcallj/rat)

TS 166,12 + 8,90 38,64 + 1,57 138,33 + 16,95

TL 162,34 +6,67 36,20 £ 2,17 135,12 + 15,30

CS 245,40 £ 6,30 ++ 40,82 + 2,28 200,02 + 18,88 ++

CL 186,68 + 7,33* + 31,25+2,34* + 156,27 + 10,04 ** +

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime

standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates

obéses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. La comparaison des moyennes entférdiits régimes est effectuée par le test

"t" de Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Ge{duile lin): * p < 0,05 ; * p < 0,01.
+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{efifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<

0,01.
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Tableau A2: Parametres biochimiques chez les rates témoingétieentales.

Rates

TS TL CS CL
N=6
Glucose 4,78 £0,23 4,72 £ 0,24 534+0,16 + 4,80 £ 0,26 *
(mmol/l)
Protéines 50,14 £ 0,18 50,86 + 0,67 50,47 £ 0,25 50,26 + 0,22
totales (g/l)
Créatinine 7,78 +£0,54 8,01+ 0,45 7,55 £ 0,45 8,04 + 0,50
(mmol/l)
Urée (mmol/l) | 6,10 + 0,17 6,02 + 0,21 6,15+ 0,14 5,96 £ 0,40
Acide urique |4,94 + 0,45 5,01 £ 0,27 7,11+0,53 + 512+0,21*
(mmoll/l)
CT (mmol/l) [1,85+0,29 2,04 £ 0,27 2,84+0,13 + 1,93+0,12*
TG (mmol/l) |1,12 +0,24 1,16 £ 0,17 1,96 + 0,15 1,01+ 0,25 *

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obéses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexnourries au régime cafeteria enrichi en

huile de lin. La comparaison des moyennes entférdiits régimes est effectuée par le test

"t" de Student apres analyse de variance:
* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Ge{duile lin): * p < 0,05 ; * p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(afifeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<

0,01.
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Tableau A3: HEmogramme des rates témoins et expérimentales.

Rates

N=6 TS TL CSs CL

Globules rouges |6,22 + 0,15 6,26 £ 0,16 8,13+0,13 + 6,15+0,12 *
(10°ml)

Globules blancs |4,49 £ 0,40 4,66 + 0,31 6,89 +0,5F 4,28 + 0,52 **
(10%ml)

Hémoglobine 12,03 £ 0,22 11,85 + 0,27 14,65+ 0,36 + 12,31360,
(mg/dl)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obéses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. La comparaison des moyennes entférdiits régimes est effectuée par le test
"t" de Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&i{éuile lin): * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(afafeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.
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Tableau A4: Valeurs de la formule leucocytaire chez les raésoins et expérimentales

recevant différents régimes.

Rates
N= 6 TS TL CS CL

Lym3phocytes [12525,75 £ 167 2666,12 + 281 1632,24 + 130 ++ 243%,222 **
mm

polyngucléaires 1884,25 + 144 1714,43 £ 134 4553,76 + 138 #+ 2Z&8]128 +**
/ mm

Mor;ocytes /180,00 +17 79,33 £23 404 + 48 ++ 96 + 25 **
mm

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obeses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexbnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. La comparaison des moyennes entférdiits régimes est effectuée par le test
"t" de Student apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Ge{duile lin): * p < 0,05 ; * p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(effeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.
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Tableau A5: Prolifération cellulaire T (10cellules/puits) stimulée par la ConA en présence

d’insuline et d’acides gras chez les rates témeirexpérimentales.

10° cellules / puits | TS TL CS CL
Prolifération 8,61+0,43 |7,37+0,36° 8,36 + 0,46 7,19+0,31 4
basale

ConA 33,23+2,56 |2548+2,15*® |2314+1,26+f |20,76+1,11 *+
ConA+ INS 39,80 £1,52 |28,54+1,16* @ | 2530+ 1,46 +f | 23,40 +1,40 *+
ConA+ AG 18,54 +1,87 |19,23+2,1F 18,14 + 1,43 18,54 + 1,37
ConA+ INS+AG  |19,12+1,68 |20,54 +2,61 19,98 + 1,63 19,35+ 1,14

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obeses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexbnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. Les splénocytes sont incubés en piEsee concanavaline A (ConA), insuline
(INS) et d'un mélange d’acides gras (AG) (DHA/EPAJLa concentration (30/15/Qu#1).

La comparaison des moyennes entre différents ré&geseeffectuée par le test "t" de Student
apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&i{éuile lin): *p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(afafeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentesubations) sont réalisées par le test
ANOVA.

a, b, ¢, d indiguent les différences significaivobtenues entre les différentes incubations

(p<0,05) dans le méme groupe.
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Tableau A6: Teneurs en protéines cellulaires (ug/puits) delules T stimulées par la

ConA en présence d'insuline et d'acides gras chezrates témoins et expérimentales.

png/puits TS TL CS CL
Prolifération | 150,34 + 6,19 | 111 + 10,19 * 140,11 + 5,06 108,23+ 8,43 #
basale

ConA 451,02 + 35,56 | 283,13+ 15,56 * | 259 + 14,62++° | 229,32+ 15 *+°
ConA+ INS | 521,12 + 45,36 | 360,12 + 15,36 ® | 292,90 + 15,2%+? | 253,32+ 18 *+
COnA+AG  |202,44 + 36,56 |224,04+26,56 |198,54 + 25,35 187,32+ 17
ConA+ INS+ 222,94 + 37,56 230,04 +30,56 |212,54 +20,18 200,12 + 2T
AG

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obéses nourries au régime cafeteria; CL : ratésesbnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. Les splénocytes sont incubés en piEsee concanavaline A (ConA), insuline
(INS) et d’'un mélange d’acides gras (AG) (DHA/EPAjLa concentration (30/15/Qu®1).

La comparaison des moyennes entre différents ré&gaseeffectuée par le test "t" de Student
apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Ge{duile lin): * p < 0,05 ; * p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle(effeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.

Les multiples comparaisons (entre les difféerentesubations) sont réalisées par le test
ANOVA.

a, b, ¢, d indiquent les différences significaivobtenues entre les différentes incubations

(p<0,05) dans le méme groupe.
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Tableau A7: Teneurs en protéines carbonylées
stimulées par la ConA en présence d'insuline atidBs gras chez les

expérimentales.

(nmol 9 déllules) des cellules T

rates témoins et

nmol / 1P TS TL CS CL

cellules

Prolifération 1,95 + 0,26 2,02 +0,2F 246+0,17 € [203+0,11%
basale

ConA 2,50 + 0,21° 2,56 + 0,15 3,45+ 0,26++° | 2,48 +0,23 %
ConA+ INS 3,97 £ 0,25 3,87+ 0,38 540+ 02H+2 | 3,72 £0,14 ==
ConA+AG 3,75 + 0,56 3,66 + 0,26" 5,18 + 0,16++2 |3,68 + 0,21 **2
ConA+ INS+ AG [3,81+0,3F 3,86 £ 0,18 538 +0,22 +f [3.62+0,23*2

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obeses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexbnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. Les splénocytes sont incubés en piEsee concanavaline A (ConA), insuline
(INS) et d’'un mélange d’acides gras (AG) (DHA/EPAJLa concentration (30/15/Qu#1).

La comparaison des moyennes entre différents ré&gaseeffectuée par le test "t" de Student
apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et Ge{duile lin): * p < 0,05 ; * p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(afafeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.

Les multiples comparaisons (entre les difféerentesubations) sont réalisées par le test
ANOVA.

a, b, ¢, d indiguent les différences significagivabtenues entre les différentes incubations

(p<0,05) dans le méme groupe.
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Tableau A8: Teneurs en malondialdéhyde (MDA) (nmol /®1¢ellules) des cellules T
stimulées par la ConA en présence d'insuline atid#a gras chez les rates témoins et

expérimentales.

nmol / 1P TS TL CS CL

cellules

Prolifération | 1,30 + 0,1 1,93+0,15* 2,86 + 0,16+ ¢ 2,02+0,13%
basale

ConA 3,11 + 0,2CF 3,83+0,18 % 5,19+ 0,22 3,93+0,11 %
ConA+ INS 3,83+0,18 4,37 +0,13 @ 6,30 £ 0,21 " 4,23 +0,15%
CONA+AG 4,51 + 0,27 4,52 + 0,258 8,68 + 0,18++2 4,77 +0,24* 2
CONA+INS+ |4,58+0,1F 4,60 + 0,28 8,83+0,17 ++# 4,89 + 0,26 **@
AG

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obéses nourries au régime cafeteria; CL : ratésesbnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. Les splénocytes sont incubés en piEsee concanavaline A (ConA), insuline
(INS) et d’'un mélange d’acides gras (AG) (DHA/EPAjLa concentration (30/15/Q&1).

La comparaison des moyennes entre différents ré&geseeffectuée par le test "t" de Student
apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&i{uile lin): *p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(afafeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentesubations) sont réalisées par le test
ANOVA.

a, b, ¢, d indiguent les différences significaivobtenues entre les différentes incubations

(p<0,05) dans le méme groupe.

101



Annexes

Tableau A9: Activité de la catalase intracellulaire (U / ng drotéines) des cellules T

stimulées par la ConA en présence d'insuline atid#a gras chez les

expérimentales.

rates témoins et

U/ngde TS TL CS CL

protéines

Prolifération 5,64 + 0,29 758+039* |346+0,1%k"° 737+0,13°"
basale

ConA 17,05+1,38% | 26,75+1,58*% |8,38+1,26++2 24,07 +2,11 *2
ConA+ INS 17,12 +1,36¢ | 28,32+ 1,36 ® |9,45+0,81 +# 26,02 +2,3%* 2
ConA+AG 16,87 +1,56 |27,31+1,68* |1058+1,14 4 25,33+ 2,22 *2
ConA+ INS+ |17,06+1,34 |2858+1,68* |10,33+0,11 F 25,55 + 2,63 **2
AG

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ6, mS: rates témoins nourries au régime
standard; TL: rates témoins nourries au régimedstahenrichi en huile de lin; CS: rates
obeses nourries au régime cafeteria; CL : ratésexbnourries au régime cafeteria enrichi en
huile de lin. Les splénocytes sont incubés en piEsee concanavaline A (ConA), insuline
(INS) et d’'un mélange d’acides gras (AG) (DHA/EPAJLa concentration (30/15/Qu#1).

La comparaison des moyennes entre différents ré&geseeffectuée par le test "t" de Student
apres analyse de variance:

* Comparaison entre TL et TS ou entre CL et G&i{éuile lin): *p < 0,05 ; ** p < 0,01.

+ Comparaison entre CS et TS ou entre CL et Tle{(afafeteria- obésité): + p< 0,05; ++ p<
0,01.

Les multiples comparaisons (entre les différentesubations) sont réalisées par le test
ANOVA.

a, b, c, d, e indiquent les différences signifies obtenues entre les différentes incubations

(p<0,05) dans le méme groupe.

102




Résumé
Pour mieux comprendre I'effet bénéfique des acgles polyinsaturés de la famille des n-3 de I'haiéelin sur I'obésité et le
désordre immunitaire associé, un modéle animalugbsé. Le but de ce travail est de déterminer édfets in vivo de la
supplémentation d’'un régime hyperlipidique (cafefeen I'huile de lin sur certains paramétres biodgues et hématologiques
chez les rats femelles Wistar et I'effet in vittes acides gras polyinsaturés (AGPI n-6 et AGP) (EB1A, EPA et LA) sur la
prolifération des splénocytes T, et la variatiomdelques marqueurs du statut oxydant/ antioxyiharstcellulaire.
Les rates adultes recoivent pendant un mois lem&diémoin ou cafeteria enrichi ou non en l'huile lde A la fin de
I'expérimentation le sang est récupéré pour détenes parametres biochimiques et hématologiduesssplénocytes T sont isolés
a partir de la rate et sont incubés en présenae atjent mitogéne (la Concanavaline A), d'insulibe’an mélange d’acide gras
(DHA, EPA et LA) pendant 48 heures. A la fin duiteenent, les cellules sont comptées et utilisées déterminer les parametres
du statut redox intracellulaire.
Les teneurs en triglycérides et cholestérol, sartificativement augmentées chez les rates soumeégafeteria comparées aux
rates sous régime cafeteria enrichi en I'huileid®l sous régime témoin.
Le nombre de globules rouges et de globules blaon¢cytes et polynucléaires) et taux d’hémoglolsimet augmentés de maniére
significative chez les rates sous régime cafetmmaparées aux rates sous régime cafeteria enrictidgle de lin ou sous régime
témoin.
Une diminution de la prolifération cellulaire, blsau stimulée par I'agent mitogéne (Con A) esteobée chez les rates recevant le
régime cafeteria par rapport aux autres lots desrate mélange d’acides gras réduit la prolifératiovitro des cellules T aussi bien
chez les rates nourries au régime hyperlipidigue chez les témoins. Les rates sous régime cafgiefsntent des taux élevés en
protéines carbonylées et MDA et une diminutior'aetivité de la catalase intracellulaire. Le sgrexydatif intracellulaire semble
étre corrigé par une supplémentation en huilerde li
L’ensemble de nos résultats indique que les adjas (AGPI n-6 et AGPI n-3) ont des effets bénéfmet peuvent moduler
I'activité des cellules T in vitro et améliorerdtatut oxydant/ antioxydant intracellulaire chez dbeses.
Mots clés: régime hyperlipidique, rat Wistar, acides grag/pmlaturés, splénocytes T, DHA, EPA, LA, stressdatif.

Summary
To better understand the effect of polyunsaturédétgt acids n-3 from lin oil on obesity and the immne disorder, an animal model

is used. The aim of this study is to determineiwo\the effects of a high fat diet (cafeteria) suppletad with lin oil on some
biochemical and hematological parameters in Wigarale rats and to determine the in vitro effecpofyunsaturated fatty acids
(PUFA n-6, PUFA n-3) (DHA, EPA and LA) on the pffeliation of T splenocytes, and the variation of samarkers of oxidant /
antioxidant intracellular status.

The rats consumed for one month the control diebéeteria diet enriched or not with lin oil. Atetlend of the procedure, blood was
collected to determine hematological and biochehpemameters. T splenocytes are isolated from fhees. These cells were
incubated in the presence of Con A, insulin andtunecof fatty acid (DHA, EPA and LA) for 48 hourat the end of treatment,
cells were counted and used to determine redoxdeliular status.

The levels of triglycerides and cholesterol araiigantly increased in cafeteria fed rats compamitth cafeteria enriched lin oil fed
rats and control rats.

The number of red blood cells and white blood céf®noytes and polynucluars) and hemoglobin areifgigntly increased in
cafeteria fed rats compared with the other groups.

A decrease in cell proliferation, basal or stimegaby the mitogen (Con A) was observed in cafetitbrats compared to other
groups. The mixture of fatty acids reduced theif@tion of T cells both in control and obese r&lsfeteria diet increases the
levels of protein carbonyls and MDA and decredbesintracellular catalase activity of T cells. Fhixidative stress appears to be
regulated by lin oil supplementation.

Our results indicate that fatty acids (PUFA n-6 an8 PUFA) have beneficial effects and may modulbgeactivity of T cells in
vitro and improve the intracellular oxidant / axiaant status.

Keywords: fat diet, Wistar rats, polyunsaturatetlyfacids, T splenocytes, DHA, EPA, LA, oxidativteess.
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